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Les virus sont des agents infectieux, pathogènes obligatoires, infectant des cellules de tous les règnes 
biologiques se trouvant sur Terre (bactéries, archaebactéries, eucaryotes) pour se répliquer et peuvent être 
associés à des pathologies plus ou moins importantes, maladies d’origines virales. Les symptômes résultants 
sont dus à un détournement de certains processus cellulaires pour la réplication des virus menant à un 
dérèglement du fonctionnement des cellules. Le virus VIH-1, virus de l’immunodéficience humaine, est à 
l’origine d’une diminution de l’efficacité du système immunitaire de l’hôte le rendant perméable aux infections 
opportunistes par la destruction de certaines cellules durant le cycle de réplication, ou cycle viral. Mais 
certaines propriétés biologiques de virus peuvent être détournées pour proposer de nouveaux traitements à 
certaines maladies rares, neuromusculaires par exemple. Ainsi, le virus adéno-associé, ou AAV, est considéré 
comme un outil important pour la thérapie génique en tant que système de transfert de gènes. Détourné pour 
cet usage, le virus prend le nom de vecteur AAV. 
La compréhension de certaines propriétés biologiques permettraient par exemple de maitriser une 
contamination en rendant inefficace le cycle de réplication ou, a contrario, d’optimiser le traitement en 
augmentant l’efficacité de transfert de gènes. Pour cela, la physique des objets biologiques et plus précisément 
la « virologie physique » peut être considérée comme une approche originale de ces problématiques. 
 
Depuis les années 40 et avec les réflexions d’E. Schrödinger, l’émergence de nouveaux instruments 
d’observation des systèmes biologiques a ouvert la voie à un domaine liant la recherche en biologie et en 
physique. Le domaine transdisciplinaire qu’est la biophysique a également permis de compléter les études en 
biologie par un point de vue original sur certains phénomènes et comportements.  
La virologie a, par exemple, connu une révolution lorsque la microscopie électronique et la 
cristallographie, des méthodes exploitant des phénomènes physiques, ont permis, autour des années 1950, de 
visualiser les agents pathogènes que sont les virus, dont la taille nanoscopique limitait alors leur observation 
par microscopie optique. Elles ont ainsi rendu possible la description du virus comme l’assemblage d’un 
génome à l’intérieur d’une ou plusieurs coques de nature protéiques et/ou lipoprotéique. Mais la Biophysique 
a également apporté à la biologie des concepts purement physiques pouvant expliquer des résultats 
biologiques. C’est le cas de la contamination des bactéries par des virus (bactériophages) qui met en jeu une 
pression interne importante exercée par le génome sur la paroi interne de la coque protéique.  
 
Au cours de ces trois années de thèse, nous avons tenté de relier les observations faites en biologie sur 
certains virus et leurs cycles viraux avec une étude de leurs propriétés physiques, comme leurs morphologie 
ou encore leurs capacités à se déformer et à se désassembler. En s’appuyant principalement sur un microscope 
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à très haute résolution, le Microscope à Force Atomique (AFM) offrant la possibilité d’obtenir des 
informations à la fois sur la morphologie et sur les propriétés mécaniques, nous avons étudié deux virus, l’AAV 
et le VIH-1 ainsi que certaines étapes de leurs cycles viraux. 
 
Avant d’aborder les résultats obtenus tout au long de cette thèse, nous proposons dans le premier 
chapitre, une rapide description des virus et de leurs principales caractéristiques physiques pour les non-
spécialistes. Nous présentons ensuite différents apports de la biophysique à l’étude des virus et de leurs cycles 
viraux : les méthodes d’observation mais également les moyens de caractériser physiquement ces objets 
matériels. Les cas particuliers du virus VIH-1 et du virus AAV seront ensuite abordés, d’un point de vue 
biologique mais également physique dans la seconde partie du chapitre 1. 
Les capacités du microscope à force atomique ont été abondamment exploitées durant ces travaux de 
recherche. Le chapitre 2 de ce manuscrit commencera par une description de cet instrument d’observation et 
de mesures mécaniques par des expériences de nano-indentation. Elle sera suivie par les protocoles mis en 
place pour la production des virus étudiés et les méthodes d’analyses des données obtenues via l’AFM, que 
nous avons développés spécifiquement au cours de ce travail de thèse. Des programmes d’analyse d’images et 
d’expériences de nanoindentation nous ont permis d’obtenir des informations statistiques sur la morphologie 
des virus et sur les propriétés mécaniques des virus.  
Le troisième chapitre se focalise sur l’étude du VIH-1. Nous exposons dans un premier temps les 
résultats obtenus sur la morphologie et la mécanique de ces rétrovirus enveloppés, le génome étant protégé par 
une coque protéique elle-même entourée d’une membrane lipoprotéique. En comparant dans un deuxième 
temps différents variants du VIH-1, nous relions le rôle de certaines protéines virales importantes du cycle 
viral (protéines accessoires, protéines rétrotranscriptase, protéines de structure, …) à certaines propriétés 
physiques des particules virales. L’effet du signal ψ (signal d’encapsidation du génome dans la capside) se 
trouvant sur le génome viral sur la morphologie des particules est ensuite montré dans la troisième partie. 
Finalement, en comparant deux mutants, nous étudions le possible lien entre deux étapes du cycle viral du 
VIH-1, à savoir la rétrotranscription et la déstabilisation du core libérant le génome viral.  
Le quatrième et dernier chapitre s’attarde sur l’étude du vecteur AAV. Le vecteur AAV présente 13 
sérotypes. L’efficacité d’infection dépend du tissu cellulaire cible. Les première et seconde parties de ce chapitre 
propose une comparaison des propriétés physiques des deux sérotypes AAV8 et AAV9. L’effet du pH sur les 
propriétés physique du vecteur AAV est ensuite décrit dans une troisième partie dans le but de comprendre 
les modifications du vecteur lors de son transport à l’intérieur du noyau. La nature et la longueur du génome 
présent dans les vecteurs AAV dépend du gène que l’on souhaite transférer. La quatrième partie propose une 
comparaison des caractéristiques physiques de vecteurs possédant différents types de génomes. Finalement, la 
dernière partie de ce chapitre propose une mesure de la pression exercée par le génome à l’intérieur de la 
capside. 
 


I. Les virus 
1. Petit historique de la découverte des virus 
figure 1.1 – La découverte des virus 
a) Feuille d’un plan de tabac malade de la mosaïque du tabac (wikipedia source). 
b) Expérience de D. Ivanovsky (1892). 1. Une filtration de la sève et du broyat des feuilles malades est réalisée 
dans le but d’enlever l’hypothétique agent infectieux. Pensant à une bactérie, D. Ivanovsky utilise un filtre de 
Chamberland pour la récupérer. 2. Un contrôle est réalisé en incubant, le filtrat sur une feuille de tabac saine. 3. 
La feuille devient malade, l’origine de la maladie est donc un agent infectieux d’une taille inférieure aux bactéries. 
c) Observation par cryomicroscopie électronique de l’agent infectieux plus de deux siècles plus tard : le TMV, ou 
Tabacco Mosaïc Virus (Sachse et al. 2007). 
2. Cycle viral et infectiosité 
figure 1.2 - Cycle viral 
a) Schéma très simplifié d’un virus, enveloppé (à gauche) et non enveloppé (à droite). Les protéines de 
reconnaissance, dans le cas des virus enveloppés sont transmembranaires et sont appelées protéines 
d’enveloppe. Dans certains cas de virus non enveloppés, les protéines de structures servent également comme  
protéines de reconnaissance  des récepteurs cellulaires (c’est le cas de AAV). D’autres possèdent en plus des 
fibres ou exons à l’extérieur de la capside (c’est le cas des Adenovirus). 
b) Schéma très simplifié d’un cycle viral. 1. Fixation du virus à la cellule. 2. Entrée du virus dans la cellule. 3. 
Libération du génome. (Pour certains bactériophages, le virus fixé à l’extérieur de la  membrane cellulaire injecte 
le génome directement dans le cytoplasme, sans rentrer (Letellier et al. 1999)) 4. Détournement de la machinerie 
cellulaire pour la production de protéines virales. Cette étape peut, dans certains cas, inclure préalablement une 
étape d’intégration dans le génome cellulaire. 5. Les protéines et le génome formant le futur virion migrent vers 
la membrane cytoplasmique. 6. Sortie du virus dans le milieu extracellulaire. Par mesure de simplification, le 
noyau cellulaire a été omis dans cette figure. 
3. Classification des virus 
figure 1.3 - Classification de Baltimore des virus du règne animal 
La classification de Baltimore sépare les virus des animaux en fonction de la nature du génome viral (ADN ou 
ARN, simple ss ou double ds brin, la polarité de l’ARN (+) ou (-)) mais également des étapes nécessaires à 
l’obtention des ARNm qui seront traduits en protéines virales. 
  
 
 figure 1.4 - Différentes familles de structure des capsides. 
Le génome, en vert, s’organise de manière bien spécifique. Sauf pour la première structure, l’arrangement du 
génome viral n’est pas représenté sur les schémas. 
a) La structure hélicoïdale présente un agencement des protéines sous la forme d’une hélice. Le génome suit 
l’hélice de la capside. 
b) La structure icosaédrique est caractérisée par les 20 facettes triangulaires qui la composent. La structure 
présente 3 types d’axes de symétrie (en dessous), d’ordre 2 au niveau des arrêtes (rouge), d’ordre 3 au centre 
de chaque facette (vert), d’ordre 5 à chacun des sommets (bleu). 
c) La structure mixte est formée d’une tête icosaédrique renfermant l’ADN, d’un collier (en bleu)  reliant la tête 
à une gaine hélicoïdale puis de fibres de la queue (en violet).  
d) La famille des structures complexes regroupent tous les virus n’ayant pas de géométrie particulière (cônes, 
cylindres, forme de citrons, bouteilles…). 

II. La biophysique des virus 
1. Morphologie des capsides 
a. Voir les virus avec des électrons : les microscopes électroniques 
figure 1.5 - Echelle de résolution des microscopes utilisés en biophysique 
figure 1.6 - Images de microscopie électronique 
a) Image de H. Ruska réalisée en 1953 d’une bactérie E.coli, infectée par des bactériophages T2 (Wurtz 1992). 
b) Image de microscopie électronique d’un bactériophage T4 réalisée par l’équipe de Wurtz. On peut distinguer 
les différentes parties de ce type de bactériophage (Wurtz 1992). 
c) Image de cryomicroscopie électronique (cryoEM) d’un bactériophage T4. Cette méthode est moins intrusive, 
le refroidissement rapide du milieu permettant une meilleure conservation des structures (Rossmann et al. 
2004).  
d) Image par cryoEM d’un crystal de têtes de bactériophages T7. On peut voir l’organisation du génome à 
l’intérieur de chacune des têtes. (Cerritelli et al. 1997) 
e) Reconstruction 3D de la tête du bactériophage T4 à partir de différentes images de cryoEM. On peut voir de 
nouveau la répartition de l’ADN en couches successives. (Fokine et al. 2004) 
f) Densité électronique obtenue par reconstruction 3D de la tête du bactériophage T7 à l’extérieur (à gauche) et 
à l’intérieur (à droite). On peut ainsi voir les sommets de la capside et les couches successives d’ADN à l’intérieur 
(Johnson & Chiu 2007). 
figure 1.7 - Reconstruction 3D à partir d'images par cryoEM de virus icosaédriques 
Ces représentations sont obtenues par l’analyse des transformées de Fourier de nombreuses images de virus 
(indiqués en dessous). Les protéines de structure formant des hexamères (sur les facettes) et des pentamères 
(au niveau des sommets de l’icosaèdre) sont observables. (Baker et al. 1999)
figure 1.8 - Cryotomographie de certains virus humains. 
a) Le recoupement d’images par cryoEM d’une unique particule du virus Vaccinia (comme celle en haut) permet 
de reconstruire le virus en 3D (au milieu) par la méthode de la tomographie et de réaliser des coupes transverses 
(en bas). La tomographie améliore le contraste de l’image (qui se ramène au rapport signal sur bruit) et met en 
évidence la présence de couches protéiques autour de la capside de forme cylindrique. La barre représente 100 
nm.  
b) Même type d’images pour une particule du virus de l’herpès (HSV). La capside présente une structure de type 
icosaédrique (figure 1.7). 
b. Voir les virus avec les rayons X : la radiodiffraction 
figure 1.9 - Crystallographie par rayons X sur le FMDV. 
a) Cliché de diffraction d’un cristal d’un type de FMDV éclairé par une source de rayon X (0,1 nm de longueur 
d’onde) (Fry et al. 1999). 
b) Structure d’un cristal de FMDV avec une résolution de 0,21 nm. Chaque couleur est asocié à un type de 
protéine. FMDV est donc constitué d’un ensemble de 3 types de protéines. La précision de mesure permet 
d’isoler les hélices α des protéines (Porta et al. 2013). 
figure 1.10 - Exemple de structures des virus a) AAV et b) AdV. 
a) La capside icosaédrique d’un virus AAV a un diamètre de 20 nm. Le code couleur représente la topographie de 
la surface du virus : plus la couleur tend vers le blanc, plus le point est éloigné du centre. La résolution est de 0,3 
nm (Xie et al. 2002). La barre d’échelle représente 4 nm. 
b) La capside de l’adenovirus (AdV) a un diamètre de 95 nm. Les quatres types de protéines le constituant sont 
indiqués par un code couleur. Une facette est représentée à droite, les 3 types d’axes sont ainsi facilement 
identifiables. La résolution est de 0,28 nm (Reddy et al. 2010). La barre d’échelle représente 20 nm. 
figure 1.11 - Plateforme du bactériophage 
a) Cryo-Tomographie du bactériophage P2. La plateforme en bas lui permet de s’ancrer sur une bactérie. Son 
génome passe par sa queue et la plateforme avant d’être injecté dans la bactérie (Sciara et al. 2010). La barre 
d’échelle représente 20 nm. 
b) Structure cristallographique du portail en l’absence (à gauche) et en présence de Ca2+ (à droite). (Sciara et al. 
2010; Verdaguer et al. 2014). La barre d’échelle représente 5 nm. 
c. Voir les virus par le toucher : le microscope à force atomique 
figure 1.12 - Images par AFM dans l’air de différents virus déposés sur du mica. 
a) TMV sur mica. On retrouve la morphologie type bâtonnet observée en cryoEM.  (McPherson & Kuznetsov 
2011). 
b) HSV (herpèsvirus) sur mica (Plomp et al. 2002). 
c) Bactériophage T4 sur mica à différentes échelle (Kuznetsov et al. 2011).  
2. Dynamique du cycle viral 
a. Fluorescence et détection de protéines virales 
figure 1.13 - Image par AFM a) de la sortie de MLV d'une cellule infectée b) d'un bactériophage ayant éjecté son 
génome en liquide.  
a) La barre d’échelle représente 100 nm (Kuznetsov & McPherson 2011). 
b) La barre d’échelle représente 100 nm (Carrasco et al. 2009) 
b. Observer le cycle viral 
3. Propriétés mécaniques du virion 
figure 1.14 – Image du noyau d’une cellule infectée par le VIH-1 de microscopie par fluorescence  (à gauche) 
résolue par PALM (à droite). (Lelek et al. 2012) 
L’intégrase, enzyme virale du virus VIH-1 est marqué par une protéine fluorescente photoactivable. 
La frontière en pointillé est la membrane nucléaire. 
a. Pression interne dans les capsides 
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figure 1.15 - Moteur moléculaire et compaction de l'ADN dans une capside virale 
a) Scenario d’encapsidation de l’ADN du bactériophage φ29. Les protéines de la tête s’auto-assemblent autour 
du portail pour donner une capside immature. Le moteur et l’ADN se fixent sur le portail. En présence d’ATP, le 
moteur convertit l’énergie chimique produite par l’hydrolyse de l’ATP en travail mécanique menant au pompage 
du génome dans la capside. A la fin, le moteur se détache et des protéines se rassemblent à la sortie pour créer 
une sorte de « bouchon » empêchant la sortie de l’ADN compacté avant la prochaine infection du virus mature 
(Rossmann & Rao 2012). 
b) Description du montage d’après (Smith et al. 2001). La pince optique crée un puits de pontentiel harmonique : 
la force appliquée sur la bille A est proportionnelle à la distance entre le centre du piège et celui de la bille. La 
pipette permet à l’expérimentateur de déplacer la bille B (Smith et al. 2001). 
c) Avec la rétroaction sur la position de B, la force de tension de l’ADN est constante (5pN). A cette force, la 
vitesse d’encapsidation est initialement d’environ 100 bases par secondes puis diminue avec le remplissage 
simultanée de la tête jusqu’à une valeur nulle lorsqu’on est proche de 100% du génome dans la capside (Smith 
et al. 2001). 
d) Sans la rétroaction, seule la bille A est mobile. Le moteur se trouvant sur la bille B tire alors via l’ADN la bille A 
qui est piégé dans le puits de potentiel. Plus la bille A s’éloigne du centre du puits, plus la force Fpuits/A augmente. 
La force maximale développée par le moteur est de 57 pN (Smith et al. 2001).  
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b. Déformer mécaniquement le virus 
figure 1.16 - Reconstruction par moyennage d'images cryoEM de l'intérieur d'une tête du bactériophage T7. 
a) Vu de dessus de l’image moyennée obtenue sur 77 têtes de bactériophages T7. On peut voir des couches 
concentriques correspondant à l’ADN du virus (Cerritelli et al. 1997). 
La barre d’échelle représente 25 nm. 
b) Représentation schématique du génome viral dans la tête (Phillips 2009). 
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tableau 1.1 - Constantes de raideurs de certains virus mesurées par nano-indentation AFM 
λλ
c. Mesure de la pression interne 
λ
figure 1.17 - Anisotropie des propriétés mécaniques des virus icosaédriques (Carrasco et al. 2006) 
a) Définition des axes de symétrie d’un icosaédre et images par AFM du virus MVM selon ces axes. 
b) Reconstruction cristallographique de la capside de MVM (à gauche) et du virion contenant l’ADN dont les 
zones de contact avec la capside sont représentées en vert (à droite). Le diamètre de la capside est de 26 nm. 
4. Interactions protéines virales / récepteurs cellulaires 
figure 1.18 – Schéma de principe de la spectroscopie de force avec une pointe fonctionnalisée par un virus 
balayant la surface d’une cellule où se trouvent des récepteurs. 
La forme des courbes de déflexion en fonction de la distance pointe/surface obtenues sur chacun des récepteurs 
est différente si il y a une faible affinité (à gauche et à droite) ou forte (au centre) lorsqu’on approche le levier 
(en vert) et surtout lorsqu’on éloigne le levier (en rouge).  

III. Le cas des rétrovirus 
1. L’exemple du VIH-1 
figure 1.19 - Image par microscopie électronique 
de 1983 d'un lymphocyte produisant des virions 
(Barré-Sinoussi et al. 1983).  
La barre d’échelle représente 400 nm. 
2. La phase tardive du cycle viral. 
a. La phase tardive 
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figure 1.20 - Cycle viral du VIH-1 
a) Cycle viral du VIH-1. Phase tardive : 1) Transcription des gènes viraux présents dans le génome de la cellule 
infectée avec la production d’ARN messagers et des deux brins d’ARN viraux. 2) Traduction (après épissage) : le 
ribosome cellulaire produit les protéines de structure, les protéines accessoires, les protéines régulatrices et les 
enzymes viraux. 3) L’ARN viral et les protéines Gag migrent vers la membrane cytoplasmique. 4) Le 
bourgeonnement d’une particule virale immature qui se retrouve à l’extérieure de la cellule primaire. 5) 
Maturation du virion. La particule mature est maintenant infectieuse. 
Phase précoce : 6) Reconnaissance de la protéine d’enveloppe par le récepteur CD4 et le co-récepteur CCR5 
d’une cellule. 7) Fusion des membranes. 8) Entrée du core à l’intérieur de la cellule saine. 9) Libération du génome 
viral. A la fin de cette étape, la rétrotranscription complète de l’ARN en ADN a été faite par le rétrotranscriptase 
virale (RT). 10) Entrée dans le noyau. 11) intégration dans le génome de la cellule par la protéine intégrase (IN). 
b) Génome du VIH-1. Lors de l’étape de maturation, le clivage de Gag mène aux protéines de structure MA, CA, 
NC et p6, le clivage de Pol mène aux protéines enzymatiques (RT, PT et IN). Env sont les glycoprotéines 
d’enveloppe. Les limites LTR présentent des signaux intervenant par exemple dans l’étape de rétrotranscription. 
Le signal ψ est un enchainement de bases nécessaire à l’encapsidation du génome dans le virus lors de l’étape 3. 
  
b. Structure des particules (figure 1.21) 
 
figure 1.21 - Le virus VIH-1 
a) Schéma simplifié de la structure du VIH-1 sous sa forme mature. La bicouche lipoprotéique où se trouvent les 
protéines Env, entoure le core viral constitué des protéines CA qui protège le génome, deux simple brins d’ARN 
complexés avec les protéines NC. Certaines enzymes virales, comme la réverse transcriptase (ou 
rétrotranscriptase), l’intégrase ou la protéase sont présents à l’intérieur du core. 
b) Image de cryoEM de pseudoparticules du virus VIH-1 produites artificiellement (Briggs et al. 2003), par 
transfection sur cellules saines (voir Chap. 2.II.a). Certaines particules présentent deux cores à l’intérieur de la 
membrane lipidique (flèches noires). 
c) Reconstruction de la densité électronique de l’agencement des hexamères de CA (en orange) par rapport aux 
pentamères (en jaune). A droite, représentation cristallographiques des six protéines CA formant l’hexamère. 
(Briggs & Kräusslich 2011) 
d) Recontruction par cryotomographie de trois cores du VIH-1 selon trois directions. En rouge, des cores de type  
conique, en jaune, un core de type cylindre (Benjamin et al. 2005). 
figure 1.22 - Forme immature du virion du VIH-1 
a) Schéma simplifiée d’une particule immature. La couche Gag n’est pas présente sur toute l’enveloppe. 
b) Image par cryoEM de pseudoparticules matures (en orange) et de pseudoparticules immatures (en vert). Cette 
dernière forme semble présenter un trou dans la couche interne, c’est-à-dire la couche de Gag (Woodward et al. 
2015). 
c) Image par cryoEM du bourgeonnement d’une particule. Le trou observé sur les particules immatures pourrait 
être lié au mécanisme de bourgeonnement (Woodward et al. 2015). 
d) Reconstruction par tomographie de particules VIH-1, vue de « face » à gauche et vue de dessous. (de Marco 
et al. 2010) 
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3. La phase précoce du cycle viral 
a. Phase précoce (figure 1.20.a) 
 
 
 
 
 
 
b. Désassemblage et rétrotranscription 
Tableau 2 - Fraction volumique et rayon de giration en fonction du génome à l'intérieur du core VIH-1. 
IV. Le cas des vecteurs viraux 
 
- 
- 
- 
1. L’exemple : le virus AAV 
figure 1.23 - Image de microscopie 
électronique d'un échantillon issu 
d’une préparation d'adenovirus  
(Atchison et al. 1965). 
Les flèches blanches (et tous les autres 
points similaires) sont des virus AAV. En 
bas à gauche, un adénovirus environ 
cinq fois plus gros. 
La barre d’échelle représente 100 nm. 
2. Structure et cycle viral 
a. Un virus icosaédrique 
b. Assemblage des virions 
c. Phase précoce du cycle viral 
figure 1.24 - Génome du virus AAV et structure de la capside AAV. 
a) Le génome de l’AAV sauvage est constitué d’une molécule d’ADN simple brin de 4700 bases. Le cadre rep code 
pour quatre isoformes de la protéine régulatrice Rep. Le cadre cap1 code pour trois isoformes de la protéine de 
structure VP. Le cadre cap2 code pour la protéine accessoire AAP. Les trois gènes viraux sont transcrits à partir 
de trois promoteurs différents et un signal de poly-adénylation (polyA) unique. 
b) Représentation schématique du transcrit cap1 produisant les trois isoformes de protéines VP. Chaque couleur 
représente une région identique entre chaque isoformes. 
c) Schéma très simplifié de la capside AAV. Cinq protéines VP1, cinq VP2 et cinquante VP3, codées par cap1 
forment une capside icosaédrique. 
d) Reconstruction cristallographique d’une capside AAV (sérotype AAV8 - (Nam et al. 2007)). Les protéines Rep 
se positionneraient au niveau des axes d’ordre 5. Les protéines VP1 et VP2 se positionneraient au niveau des 
axes d’ordre 2 (Kronenberg et al. 2001).   
L’orientation du schéma et de la reconstruction sont les mêmes. On peut ainsi remarquer les différents axes de 
symétrie. 
figure 1.25 - Phase précoce du cycle viral du virus AAV 
1. Le récepteur cellulaire reconnait la particule virale. Un mécanisme d’endocytose mène à la formation d’un 
endosome. 2. Les particules sont transportées le long de la voie endosomale où ils subissent une étape de 
maturation. 3. Les virus sortent de l’endosome tardif au niveau de la membrane nucléaire où il y aura 
accumulation. 4. Les virions entrent dans le noyau. Une étape de décapsidation libère le génome viral. 5. Le 
simple brin est répliqué pour donner un génome double brin. Une persistance est alors observée sous la forme 
6. d’un épisome viral ou 7. d’une intégration dans l’ADN cellulaire. 
1. AAV : un vecteur pour la thérapie génique 
a. Le ciblage : 13 sérotypes 
figure 1.26 - Spécificité des cellules cibles en fonction du sérotype. (Millet et al. 2013) 
b. L’efficacité de transfert de gène : effet de l’acidité du milieu 
≃
figure 1.27 - Comparaison cristallographique des capsides AAV8 et AAV9 
Reconstruction cristallographique de a) AAV8 (Nam et al. 2007) et de b) AAV9 (DiMattia et al. 2012). Certaines 
protubérances diffèrent entre les deux sérotypes (comme indiqué par les cercles noirs). 
c) Comparaison de la structure 3D de la protéine VP1 du sérotype AAV8 (en orange) et de AAV9 (en cyan) 
(méthode JFatCat sur RCSB Protein Data Bank). Les structures à 3D se superposent sauf à de rares endroits 
entourés d’un cercle noir. 
c. La production de vecteur : effet de la longueur et de la nature du génome 
figure 1.28 - Stabilité thermique de capsides AAV2 ayant un génome simple brin pour différents pH du milieu 
(Horowitz et al. 2013). 
Evolution de la fluorescence émise par une solution à pH = 7 (cercle noir), à pH = 6 (disque noir) et à pH = 5 
(triangle) de vecteur AAV2 contenant un génome simple brin de 4700 bases en fonction de la température de 
chauffage. Les capsides sont incubées dans une solution de pH contrôlé en présence d’un intercalent d’ADN 
simple (et double brin) fluorescent. La température augmente progressivement de 2°C en 2°C, avec des paliers 
de 5 min. L’apparition d’un signal fluorescent traduit l’éjection du génome recombinant à l’extérieur de la 
capside.  L’intensité lumineuse émise, proportionnelle à la quantité de génome à l’extérieure, est mesurée pour 
chacune des températures jusqu’à 80°C. Le pourcentage de génome éjecté est donc égal à l’intensité normalisée. 
La température d’éjection Tm est définie comme la température pour laquelle 50% du génome est à l’extérieur 
de la capside. Plus le pH est faible, plus Tm est grande. 
Tableau 3 - Fraction volumique et rayon de giration en fonction du génome à l'intérieur de la capside AAV. 
figure 1.29 - Stabilité thermique de capsides ssAAV2 pour différentes longueurs de génome (Horowitz et al. 
2013). 
a) Image par MET de capsides ssAAV2 chauffées pendant 30 minutes à différentes températures. Deux 
populations de particules sont présentes sur les images : les capsides pleines (apparaissant comme des disques 
gris) et les capsides vides (apparaissant comme des cercles gris). 
b) Evolution du pourcentage de particules pleines en fonction de la longueur du génome encapsidé au départ  
pour trois températures de chauffage. 
figure 1.30 - Représentations des génomes a) sauvage et recombinants  b) simple brin et c) self complementary
figure 1.31 - Comparaisons de la stabilité de vecteurs ssAAV2 et scAAV2 (Horowitz et al. 2013). 
a) Température d’éjection du génome simple brin (cercle noir) et self complementary (disque noir) à l’extérieur 
de la capside AAV2 en fonction de la longueur effective (en configuration simple brin). On observe que pour 
chaque longueur, scAAV2 éjecte son génome à partir d’une température plus importante que ssAAV2 ce qui 
traduit une stabilité thermique plus grande. 
b) Image par microscopie électronique de capsides ssAAV2 (A et C) et scAAV2 (B et D) chauffées à 65°C. L’ADN 
simple brin éjecté semble être compacté sur lui-même alors que l’ADN self complementary est linéaire. 
V. Conclusion 

I. Le microscope à force atomique 
1. Principe général 
a. Le microscope à effet tunnel. 
figure 2.1 - Microscopie à effet tunnel (STM) 
a) Schéma très simplifié du microscope à effet tunnel. Les électrons sous l’effet de la différence de potentiel U 
se déplacent de la pointe vers la surface conductrice. Si la distance entre la pointe et le la surface est assez faible, 
le comportement ondulatoire des électrons leur permet de plus ou moins passer par effet tunnel. Une 
rétroaction sur la position du levier D pour garder l’intensité I constante lors du balayage de la pointe sur la 
surface permet d’obtenir une cartographie de la surface et donc de la morphologie des objets déposés. 
b) La manipulation, atome par atome, d’atomes par STM a permis de placer ces atomes de Xenon pour inscrire 
l’anagramme de l’entreprise sur une surface d’un cristal de Nickel (Eigler & Schweizer 1990). 
c) Image d’un brin d’ADN, déposé sur un cristal de graphite orienté (HOPG)  (Driscoll et al. 1990). 
b. Description du microscope à force atomique. 
𝐻𝑜𝑟 =
(𝑉1 + 𝑉3) − (𝑉2 + 𝑉4)
(𝑉1 + 𝑉2) + (𝑉3 + 𝑉4)
figure 2.2 – Le microscope à force atomique (AFM) 
a) Schéma simplifié de l’AFM.  
b) Photographie du microscope à force atomique utilisé au laboratoire (MultiMode 8 de Bruker). Le cadre en 
blanc correspond au schéma du a). Une partie importante de l’AFM est l’électronique qui n’apparait pas sur cette 
photographie. 
𝑉𝑒𝑟𝑡 =
(𝑉1 + 𝑉2) − (𝑉3 + 𝑉4)
(𝑉1 + 𝑉2) + (𝑉3 + 𝑉4)
𝑆𝑢𝑚 = 𝑉1 + 𝑉2 + 𝑉3 + 𝑉4
c. Une sonde d’interaction. 
2. Imagerie 
figure 2.3 - Evolution de la force exercée par la pointe sur la surface (F) en fonction de la distance levier-surface (D) 
a) Modélisation du levier d’AFM par un ressort. 
b) A gauche, lors de l’approche de la pointe sur la surface. A droite, lors du retrait de la pointe. La flèche bleue 
sur les courbes ainsi que sur les schémas indiquent la direction du déplacement de la pointe. L’ajustement de 
ces courbes par des modèles complexes permet de remonter à différentes grandeurs physiques particulières 
comme la distance de Debye dans le cas des interactions électrostatiques ou encore l’énergie de liaison entre un 
liguant et le récepteur associé (voir Chap. 1 sur la mesure des interactions de liaisons). Cette figure s’inspire de 
(Heinz & Hoh 1999). 
 Principe général et rétroaction 
 Les modes d’imagerie 
figure 2.4 - Imagerie par AFM 
a) Pixellisation. Lors de la réalisation d’une image, un quadrillage est réalisé sur une partie de l’échantillon 
étudiée. A chacun des pixels, un mécanisme de rétroaction permet de réaliser une cartographie des interactions 
en mesurant la déflexion du levier. 
b) Mode contact. Lorsque la pointe rencontre un obstacle ou un trou, le levier se défléchit déplaçant le spot laser 
sur la photodiode. La tension n’est plus la valeur consigne de la boucle de rétroaction. Le cristal piézoélectrique 
abaisse la surface pour revenir à la tension de consigne. 
figure 2.5 - D'autres modes d'imagerie 
a) Mode Tapping. Le levier est mis à osciller à une fréquence proche de sa fréquence de résonance. Lors de 
l’approche d’un obstacle ou du vide, des interactions entre la surface et la pointe font apparaitre des 
phénomènes non linéaires modifiant l’amplitude d’oscillations. La tâche sur la photodiode (superposition des 
différentes positions du spot laser dont la position oscille nécessairement) est donc modifiée, changeant ainsi la 
tension. La boucle de rétroaction force le déplacement vertical de la surface pour revenir à la consigne. 
b) Mode Peak Force. Le levier est mis sous oscillation à une fréquence très inférieure (2 kHz ou 8 kHz) à sa 
résonance  (entre 100 et 300 kHz) selon une sinusoïde pour que le levier ne se déforme pas et avec une amplitude 
imposée, entre 20 et 50 nm. Sur chaque pixel, l’AFM réalise une approche jusqu’à atteindre une valeur de 
consigne puis un retrait. La mesure de cette courbe de force est suivie via la photodiode. Si la distance parcourue 
par la pointe est différente de la consigne par la présence d’un obstacle par exemple, le système de rétroaction 
commande à la surface de se déplacer pour revenir à la configuration initiale. L’information de ce déplacement 
est conservé pour imager la surface.  
 Paramètres de contrôle 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
figure 2.6 - Convolution par la pointe 
a) Principe de la convolution. La dimension finie de la pointe va convoluer les objets sur la surface. Les objets 
apparaissent plus larges mais ont la même hauteur apparente. 
b) Modélisation de la réalisation d’une image AFM en mode contact. La pointe de forme conique, d’angle de 20° 
dont l’extrémité est une sphère de 2 nm, parcourt la surface où se trouve un cylindre de rayon 5 nm et de hauteur 
20 nm (voir Annexe A). 
c) Image réelle du cylindre (à gauche) et image obtenue grâce à l’AFM modélisé (à droite). L’objet apparait bien 
plus large que ce qu’il n’est en réalité. 
 Résolution 
3. Propriétés mécaniques 
 Principe général 
 Courbe d’approche sur une surface dure 
  
 Courbe d’approche sur une surface molle 
 Paramètres de contrôle 
 
 
figure 2.7 - Expérience d'indentation 
a) Description du système. La pointe va se rapprocher de la surface progressivement, diminuant la distance D. Le 
levier va se déformer après le contact comme se comprimerait un ressort de raideur klev. Après avoir atteint une 
déflexion maximale consignée par l’expérimentateur, le chip va revenir à sa position initiale, redonnant au levier 
sa courbure initiale. 
b) Exemple de courbes d’indentation sur une surface dure. (En bleu) Courbe d’approche. (En rouge) Courbe de 
retrait. 
  
 
II. Préparation des échantillons 
1. Virus : VIH et AAV 
 Production des pseudo-particules du VIH-1 
 
  
figure 2.8 - Plasmides utilisées pour la production de VLPs du VIH-1 
a) Génome simplifié du VIH-1.  
b) Plasmide p8.2. Il est utilisé pour la production de VLPs extrêmement proches de la particule sauvage (absence 
des protéines Env et Vpu) (inspiré de (Skasko & Kim 2008)). 
c) Plasmide p8.91. Il diffère du plasmide sauvage par l’absence du code pour la production des protéines Vpr, Vif 
et Nef (inspiré de (Zufferey et al. 1997)) 
d) Plasmide Q151N. Il diffère du plasmide sauvage par la modification de la partie codant pour la 
rétrotranscriptase la rendant cinétiquement peu efficace (inspiré de (Skasko & Kim 2008)) 
e) Plasmide pGag. Il diffère du plasmide p8.91 par l’absence du code Pol, permettant la production de certaines 
protéines recombinantes, en particulier la protéase assurant la maturation de la particule. Les particules 
produites sont donc immatures. 
  
ψ
ψ
ψ ψ
ψ ψ ψ
ψ
 Production des cores du VIH-1 
figure 9 – Protocole de purification des VLPs et des cores du VIH-1 et validité des résultats de purification. 
a) Après avoir récupéré le surnageant de la production des virus par les cellules, la solution est déposée sur deux 
coussins de sucrose, l’un à 20% l’autre à 30%. Une centrifugation à 36000 tours par minutes force les VLPs et les 
débris à descendre en bas du tube. Ces derniers sont bloqués au niveau des coussins. Les VLPs se retrouvent 
dans le culot du tube. Un retrait des coussins par renversement du tube et une resuspension des VLPs pendant 
2 heures dans une solution tampon TNE clôt le protocole.  
b) Pour les cores, le protocole est sensiblement le même que pour les VLPs à la différence que du triton, un 
surfactant, est mélangé au coussin de sucrose à 20%. Lors du passage dans le coussin à 20%, la membrane des 
VLPs est détruite par le triton. On récupère finalement des cores sans la bicouche lipidique. 
c) Western Blot sur les cores et les VLPs purifiés. Il s’agit d’un test de reconnaissances, par électrophorèse puis 
liaison à un anticorps, des protéines présentes au sein des VLPs et des cores, ici p8.91.  
 Production des capsides AAV 
 
 
 
figure 2.10 - Protocole de production des vecteurs AAV. 
Les plasmides permettant la production de l’ADN du vecteur (en vert), des protéines Rep et Cap (en orange) et 
des protéines du virus helper (ici un adénovirus) sont cotransfectés dans les cellules de la lignée HEK293. 
Après trois jours d’incubation, les cellules sont détruites pour pouvoir récolter et purifier les vecteurs AAV 
produits. 
2. Choix du tampon 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
3. Dépôt sur surface 
 La surface de mica 
 𝐾+𝐴𝑙2
6+[(𝑂𝐻)2| 𝐴𝑙𝑆𝑖3𝑂10]
7−
figure 2.11 - Surface de mica 
a) Structure du cristal Mica. En vert, les atomes de potassium, en rouge, les atomes d’oxygène et en jaune les 
atomes de silicium. Les structures silanolates tétraédriques s’organisent en feuillets hexagonaux séparés par des 
ions potassiums qui constituent les plans fragiles du mica. 
b) Protocole de clivage du mica. Une lamelle de mica est collée sur une rondelle de métal par du scotch double 
face. La surface supérieure est sale : une opération de clivage est donc nécessaire pour obtenir une surface dont 
la rugosité est très faible. Pour cela, une bande de scotch est appliquée sur la face supérieure du mica. On 
l’arrache  en tirant fortement sur le ruban adhésif, clivant ainsi le mica. La nouvelle face supérieure est ainsi 
propre et présente une rugosité atomique. 
c) Image obtenue par AFM en mode tapping dans l’air d’une surface de mica. 
d) La section obtenue sur l’image précédente donne l’ordre de grandeur de la rugosité de la surface (dans les 
limites de résolution du microscope à force atomique de l’ordre de l’ångström). 
e) Evolution de la charge en surface du mica en fonction du pH du milieu se trouvant au-dessus. Dans l’air, une 
fine couche d’eau se crée sur le mica, donnant une charge négative à la surface. 
 Le mica fonctionnalisé 
figure 2.12 - Surface de Mica fonctionnalisée avec la Poly-L-Lysine 
a) Représentation chimique de Cram du polymère Poly-L-lysine. 
b) Protocole de fonctionnalisation du mica par la Poly-L-lysine. Une goutte de 10µL de Poly-L-lysine est déposée 
sur le mica fraichement clivé selon le protocole précédent (figure 2.11). Après 30 secondes à température 
ambiante, deux rinçages avec 1mL d’eau ultrapure enlèvent l’excédent. On sèche sous flux de diazote pour 
obtenir une lamelle de mica fonctionnalisée avec la Poly-L-lysine. 
c) Image obtenue par AFM (Tapping Mode) dans l’air d’une surface de mica fonctionnalisée par la Poly-L-lysine. 
d) Section obtenue sur une lamelle de mica. La rugosité du mica (figure 2.11.d) a augmenté à cause de la présence 
du polymère. 
® Protocoles de dépôt 
figure 2.13 - Protocole de dépôt VIH-1 
a) Protocole de dépôt des VLP et des cores du VIH-1. Après avoir préparé une surface de mica fonctionnalisé par 
la L-Poly-L-lysine, une goutte de 5µL de la purification y est déposée. Après une durée de 15 minutes pour les 
cores et de 2 minutes pour les VLP, un lavage à l’eau (1 mL d’eau ultrapure) permet d’enlever l’excédent n’ayant 
pas été adsorbé. Un séchage au diazote ultrapur est alors réalisé. 
b) A gauche, image AFM d’un dépôt de VLP p8.2 sur mica fonctionnalisé. A droite, image AFM d’un dépôt de 
cores p8.2 (imagerie réalisée avec le Peak Force Mode). 
4. Déstabilisation 
- 
- 
figure 2.14 – Dépôt et images AFM d’AAV sur mica clivé. 
a) Protocole de dépôt de AAV. On prélève de l’échantillon 5 µL de solution que l’on dépose sur une surface mica 
fraichement clivée. Après 5 minutes, la surface est lavée avec 1 mL d’eau ultrapure pour enlever l’excédent. Un 
séchage sous un flux de diazote permet ensuite d’imager la surface où se trouvent les virus. 
b) Images de différents sérotypes de capsides AAV sur une surface de mica fraichement clivé (Tapping Mode 
dans l’air) : AAV2 (à gauche), AAV8 (au milieu), AAV9 (à droite) contenant chacun un génome ADN simple brin. 
- 
- 
- 
 Stabilité du core du rétrovirus VIH-1 
 Stabilité de la capside AAV 
figure 2.15 - Déstabilisation des cores du VIH-1 
a) Protocole de déstabilisation des cores du VIH-1. Pour initier la retrotranscription de l’ARN du VIH-1, on prélève 
10 µL de la purification et on chauffe durant un temps t (15 minutes, 30 minutes, 45 minutes, 1 heure ou 2 
heures) à 37°C suivi d’une trempe thermique à 4°C pour stopper la cinétique. 
b) Cores déstabilisés dans un tampon TNE à 37°C pendant 2 heures. Imagerie dans l’air par AFM (mode PeakForce 
HR). Echelle haute (entre 25 nm et -25 nm pour voir les particules entières). 
c) Même image que 2.b) sauf l’échelle. Echelle basse (entre -2,5 nm et 2,5 nm pour voir les filaments sortis du 
core et collés sur la surface). 
 Stabilité de la capside du vecteur AAV en fonction du pH de la solution 
tampon 
figure 2.16 - Déstabilisation d’AAV 
a) Protocole de déstabilisation des capsides AAV. Pour étudier la stabilité thermique des capsides AAV, on dilue 
10 fois la purification dans une solution tampon PBS+. On chauffe à une température T (de TA=23°C à 80°C) 
pendant une durée t (de 5 minutes à 2 heures). La cinétique est ensuite stoppée avec une trempe en 
concentration à l’eau puis par trempe thermique dans la glace. Avant de déposer le résultat, on ajoute des ions 
magnésium jusqu’à une concentration de 5mM. 
b) Vecteur AAV8 déstabilisé après avoir été chauffé dans un tampon TE à 70°C pendant 15 minutes. Imagerie 
dans l’air par l’AFM (mode PeakForce HR). Echelle haute (entre 20 nm et -20 nm pour voir la particule en entier). 
c) Même image que 2.b). Echelle basse (entre -2,5 nm et 2,5 nm pour voir l’ADN sorti de la capside et collé sur la 
surface). 
figure 2.17 – Déstabilisation de ssAAV8 dans le Tampon* à pH variable 
a) Protocole de déstabilisation de AAV8ss dans le Tampon*. On suit les mêmes étapes du protocole de 
déstabilisation d’AAV sauf les ions Mg2+ qui ne sont pas ajoutés dans l’eppendorf. 
b) Protocole de dépôt sur mica fraichement clivé du résultat de l’expérience, les ions magnésiums sont ajoutés 
juste après le dépôt sur la lame de mica. Le protocole est ensuite le même que précédemment décrit (figure 
2.16). 
c) Image AFM des dépôts de ssAAV8 sur mica fraichement clivé après une incubation de 15’ dans la solution 
tampon à pH = 5 (à gauche) et pH = 7 (à droite) mais sans aucun chauffage (t = 0s). 
d) Image AFM d’un dépôt de ssAAV8 sur mica fraichement clivé après une incubation de 15’ dans la solution à 
pH = 5 sans chauffage avec ajout de Mg2+ dans l’eppendorf avant de déposer sur le mica la goutte d’échantillon. 

III. Imagerie et traitement de l’image 
1. Obtention des images 
 Imagerie dans l’air 
figure 2.18 - Pointes utilisées pour l'imagerie dans l'air 
a) Images par microscopie électronique à balayage du levier Scan Assyst HR. Les paramètres géométriques sont 
décrits sur la droite. Ce levier permet de réaliser des images en mode Peak Force à haute résolution (faible 
convolution) à une très grande vitesse (autour de 2 minutes pour réaliser une image de 3µm de côté). 
b) Image par microscopie électronique à balayage du levier MPP11100. Ce levier est utilisé pour de l’imagerie en 
mode Tapping. Cette pointe s’abime peu au cours de son utilisation. 
c) Images par microscopie électronique à balayage du levier DLCS. Grâce aux pics secondaires de très faible rayon, 
cette pointe améliore fortement la résolution, ce qui entraine en contrepartie la possibilité d’avoir deux ou 
plusieurs pics touchant la surface : les motifs seront multipliés. 
Ces images de microscopie électronique ont été réalisées par Justine Laurent au laboratoire de Physique de l’Eco 
NS de Lyon. 
 Imagerie en liquide 
- 
- 
- 
- 
 Les problèmes d’imagerie 
figure 2.19 - Pointes utilisées pour l'imagerie en liquide et pour les expériences de nanoindentation 
a) Images par microscopie électronique à balayage du levier SNL. Les paramètres géométriques des leviers dNPS 
et SNL sont décrits sur la droite. Ces leviers permettent de réaliser des images en mode Peak Force dans un milieu 
liquide. Ils présentent une raideur faible (0,1 N/m). Les différences entre les dNPS et les SNL sont la nature et la 
taille de la pointe, la convolution est plus faible pour les SNL. 
b) Images par microscopie électronique à balayage du levier Scan Assyst Fluid +. Les paramètres géométriques 
des leviers Scan Assyst Fluid + et Scan Assyst Fluid sont décrits sur la droite. Ces leviers permettent de réaliser 
des images en mode Peak Force dans un milieu liquide. Ils présentent une raideur plus forte que les précédents 
(1 N/m). La différence entre les Scan Assyst Fluid et les Scan Assyst Fluid + est la taille de la pointe, la convolution 
est plus faible pour les Scan Assyst Fluid + (2 nm). 
Ces images de microscopie électronique ont été réalisées par Justine Laurent au laboratoire de Physique de l’ENS  
de Lyon. 
åfigure 2.20 - Défauts d'imagerie 
a) Phénomène de planage. La boucle de rétroaction n’est pas assez rapide par rapport au déplacement de la 
pointe pour pouvoir retrouver la surface après être passé au-dessus de la particule haute. 
b) Pointe déformée asymétrique. Lorsque la pointe est abimée, les objets apparaissent fortement déformés et 
présentent sur l’image un motif identique du fait de la convolution par la pointe. 
2. Analyse des images 
 Traitement de l’image. 
 Sélection des objets sur la surface 
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figure 2.21 - Traitement préliminaire des images obtenues par AFM. 
a) Image brute obtenue avec le microscope à force atomique. Il s’agit d’une carte d’isointeraction entre la pointe 
et la surface de mica où ont été déposées des capsides AAV8. L’échelle s’exprime en nm, il s’agit de la distance 
parcourue par le cristal piézoélectrique. On peut voir la dérive du cristal piézoélectrique : les lignes au centre 
sont en moyenne plus hautes que les lignes en haut et en bas. 
b) Image brute obtenue sous Matlab. 
c) Image après traitement flatten (soustraction de la moyenne de chaque ligne) diminuant l’effet de la dérive du 
cristal piézoélectrique lors de la réalisation de l’image.  
figure 2.22 - Algorithme pour isoler les particules sur une surface à partir d'une image AFM 
L’automatisation de la sélection des particules suit l’algorithme suivant : 
1. L’image traitée sous Matlab passe un filtre de hauteur excluant le bruit d’imagerie et binarisant l’image : tout 
pixel ayant une hauteur supérieure au seuil hseuilbruit devient un 1 sur l’image produite.  
2. Un filtre sur l’aire, peu restrictif, permet d’exclure les zones trop larges ou trop petites. L’image qui en résulte 
est binaire elle aussi. 
3. A partir de l’image originelle, un nouveau filtre de hauteur permet de sélectionner les pixels supérieurs à une 
certaine hauteur hseuilobjet obtenant une nouvelle image binaire.  
4. L’image obtenue à la fin de cette étape est constituée des zones non nulles issues de l’étape 2 ayant des pixels 
égaux à 1 dans l’image de l’étape 3 (seuillage par hystérésis). 
5. De nouveaux, des filtres sur les particules ayant un nombre fractal ou une asymétrie trop faibles ou trop 
grandes les excluent. Les particules tronquées par les bords de l’image sont également exclues. 
6. L’image binaire obtenue est ensuite multipliée avec l’image de départ. On obtient à la fin une image de 
topographie où seules les particules susceptibles d’être des virus isolés sont présentes.  
L’image utilisée est celle d’une surface où a été déposé le sérotype AAV9. Le mode utilisé est le Peak Force. 
 
 Paramètres morphologiques. 
figure 2.23 - Paramètres morphologiques 
a) (A gauche) Contour isohauteur d’une particule AAV8 imagée dans le TE. La largeur de la particule très 
supérieure à celle attendue du fait de la grande convolution par la pointe. (Au centre) Représentation « de côté » 
des courbes isohauteurs. La ligne en pointillée représente la mi-hauteur de la particule. (à droite) Mesure de 
l’aire occupée sur la surface. En réalité, il s’agit de l’aire occupée à la hauteur du premier seuil bruit. 
b) Le diamètre équivalent à mi-hauteur Déq est définie comme le diamètre du cercle ayant comme aire celle de 
la coupe à mi-hauteur de la particule. 
c) Une détermination des axes propres de la coupe à mi-hauteur permet de déterminer le petit diamètre (a) et 
le grand diamètre (b). L’asymétrie est alors calculée comme étant le rapport entre a et b. Plus l’asymétrie 
s’approche de 1, plus la coupe est circulaire. 
- 
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figure 2.24 - Mesure de l'angle du core du VIH-1 
a) Représentation des deux méthodes pour extraire sur une image AFM l’angle d’une capside virale du VIH-1. (à 
gauche) A partir de la section selon l’axe principal du core, on extrait l’angle en calculant la pente de la zone 
centrale. (à droite) A partir de la vue de dessus, on extrait le contour du core et l’angle. Cet angle est surestimé 
du fait de la convolution par la pointe (Annexe A) (en trait fin, la « véritable capside »). 
b) Algorithme d’extraction de l’angle par la deuxième méthode. (à gauche) Deux images Matlab, la première 
image brute, la deuxième image où le bruit a été enlevé. (au centre) Ajustement elliptique du core : les axes 
principaux sont le petit et le grand axes de l’ellipse. (à droite) Contour réorienté selon le grand axe b. On mesure 
la largeur d du core en chaque point de l’abscisse. 
c) Calcul de l’angle du core par la deuxième méthode. (à gauche) Largeur de la tranche du core en fonction de la 
position sur l’axe principal (en rouge). On réalise un fit en exploitant les propriétés des splines - ajustement par 
des polynômes par morceau (en bleu). (au centre) Dérivée de l’ajustement par spline. La valeur du plateau est 
égale à la tangente de l’angle. (à droite) Histogramme des valeurs de l’inverse de la tangente de la pente. Le 
maximum représente alors l’angle du core. 
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figure 2.25 - Représentation statistique des paramètres morphologiques. 
Exemple de distributions de deux paramètres morphologiques des capsides AAV8 déposées sur du mica imagées 
avec une pointe DLCS : (en haut) la hauteur (en bas) l’asymétrie avec deux types de représentations. (à gauche) 
Histogramme. (à droite) Courbe de densité de probabilité. 
On peut facilement avoir une idée sur la valeur la plus probable (en pointillé vert) et la dispersion du paramètre 
étudié (double flèche verte). 
𝑝(𝑋 ∈ [𝑎𝑋 , 𝑏𝑋], 𝑌 ∈ [𝑎𝑌, 𝑏𝑌]) = ∫ ∫ 𝑓(𝑥, 𝑦)𝑑𝑥
𝑏𝑋
𝑎𝑋
𝑏𝑌
𝑎𝑌
δ δ
ε ε {𝑦𝑖}𝑖∈⟦1,N⟧
{𝑥𝑖}𝑖∈⟦1,N⟧ 
𝑓(𝑛𝑋𝛿𝑋 , 𝑛𝑌𝛿𝑌) =
1
𝜏
∑ 𝑒
−
(𝑛𝑋𝛿𝑋−𝑋)
2
2𝜀𝑋2
𝑋={𝑥𝑖}𝑖∈[1,N]
∑ 𝑒
−
(𝑛𝑌𝛿𝑌−𝑌)
2
2𝜀𝑌2
𝑌={𝑦𝑖}𝑖∈[1,N]
𝑛𝑋𝛿𝑋 ∈ [𝑚𝑋, 𝑀𝑋]  𝑛𝑌𝛿𝑌 ∈ [𝑚𝑌, 𝑀𝑌]
𝜏
𝜏 = ∑ ( ∑ ( ∑ 𝑒
−
(𝑛𝑋𝛿𝑋−𝑋)
2
2𝜀𝑋2
𝑋={𝑥𝑖}𝑖∈⟦1,N⟧
∑ 𝑒
−
(𝑛𝑌𝛿𝑌−𝑌)
2
2𝜀𝑌2
𝑌={𝑦𝑖}𝑖∈⟦1,N⟧
)
𝑀𝑋
𝑛𝑋𝛿𝑋=𝑚𝑋
)
𝑀𝑌
𝑛𝑌𝛿𝑌=𝑚𝑌
figure 2.26 - Représentation statistique en boite à moustache 
(à gauche) Boite à moustache associée au petit diamètre de VLP p8.2 (N = 243). Le trait rouge représente la 
médiane (50% de la population de part et d’autre de ce trait). Les traits bleus horizontaux représentent les 
quartiles q1 et q3. 
(à droite) La densité de probabilité du petit diamètre de VLP p8.2 associée à la boite à moustache. La médiane 
est, dans ce cas, confondue avec la valeur caractéristique. 
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figure 2.27 - Carte de corrélation 
a) Nuage de points représentant la répartition du petit diamètre et du grand diamètre de 787 capsides AAV 8, 
imagées par une pointe DLCS en mode Tapping. Le problème de cette représentation est l’absence de 
renseignements sur la distribution des tailles. 
b) La carte centrale représente la corrélation statistique entre le petit diamètre et le grand diamètre  des capsides 
AAV8. Plus la tâche est rouge, plus la probabilité de rencontrer une particule ayant ces dimensions est grande. 
Plus la tâche s’éloigne de la première bissectrice, plus l’asymétrie de la particule est importante. On remarque 
que les tâches sont systématiquement en dessous de la première bissectrice : le programme cherche 
obligatoirement un grand diamètre et un petit diamètre (numériquement les 2 axes ne peuvent pas être égaux). 
Le débordement au-dessus de l’axe est dû au lissage gaussien. On observe sur les côtés la projection de la carte 
sur l’axe représentant le petit diamètre a (à droite) et le grand diamètre b (en haut) ce qui revient à observer la 
densité de probabilité de ces grandeurs respectives. 
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figure 2.28 - Mesure de la longueur de l'ADN éjectée par le vecteur AAV sur une surface de mica 
a) Algorithme pour la mesure automatisée de la longueur de l’ADN se trouvant sur la surface de mica. 1) Un seuil 
sur la hauteur permet de binariser l’image et donner la valeur 1 pour les objets plus bas que hmax, comme les 
capsides. 2) On dilate pixel par pixel ces zones jusqu’à ce que leurs contours atteignent une hauteur minimale 
hmin. On supprime ainsi les capsides jusqu’à une hauteur très basses. 3) Un nouveau filtre de hauteur est appliqué 
pour ne conserver que les objets supérieurs à hmin. Un seuillage sur l’aire (Amin et Amax) termine la sélection des 
filaments sur la surface. 4) Grace à un programme de rognage, on détermine le squelette des brins d’ADN sur la 
surface. 5) Une superposition entre l’image filtrée et l’image des squelettes permet de confirmer l’efficacité de 
l’algorithme.  
A partir du squelette, on peut mesurer la longueur du brin d’ADN, connaissant la dimension d’un pixel. 
b) Rapport entre l’aire occupée par le brin d’ADN (issue de la figure résultant de l’étape 3, en nm²) et la longueur 
de son squelette (en pixels) en fonction de l’aire. Cette représentation nous permet d’exclure tous les objets 
parasites issus du bruit mais également les simples brins d’ADN s’étant compactés sous l’effet des ions Mg2+ ou 
de l’hybridation naturelle (structure secondaire de l’ADN simple brin). 
c) Densité de la probabilité de la longueur d’ADN présent sur la surface de mica sans filtre (en vert) et avec filtre 
(en bleu). Le filtre permet de diminuer le pic de faible longueur en enlevant de la distribution les ADNs compactés. 
IV. Expérience d’indentation 
1. Réalisation des courbes 
 Préparation des échantillons 
 Mesure de la raideur du levier 
figure 2.29 - Calibration des leviers 
Comparaison entre un levier mou (à gauche) et un levier dur (à droite). 
a) Courbe d’évolution de la tension aux bornes de la photodiode à quatre quadrants en fonction de l’approche de la 
surface vers la pointe lors d’une expérience de nano-indentation approche (en bleu) / retrait (en rouge) sur une surface 
dure (mica). On remarque le comportement linéaire lors de la déformation du levier : il peut donc être modélisé par un 
ressort de raideur klev. 
b) Zoom des courbes d’approche sur la déformation des leviers. L’inverse de la pente de la partie linéaire permet de 
mesurer la sensibilité : ainsi la sensibilité est de 43,4 nm/V pour le levier dNPS tandis qu’elle est de 20 nm/V pour le levier 
ScanAssyst Fluid. Ces sensibilités peuvent varier selon l’expérience (position du laser sur le levier, stabilité en 
température, …). 
c) Densité spectrale de puissance des leviers (en bleu) et ajustement selon le modèle de Sader. On voit ainsi la présence 
d’un pic de résonance et dans le cas du levier de faible raideur un harmonique. Le modèle de Sader ne s’intéresse qu’au 
pic fondamental. La raideur obtenue pour le levier dNPS est de 0,11 N/m, et de  est de 1,06 N/m pour le levier ScanAssyst 
Fluid. 
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figure 2.30 - Exemple de courbe de force 
Courbe de force obtenue après une expérience de nanoindentation sur une VLP du VIH-1 avec un levier dNPS, 
klev = 0,6 N/m. Elle est constituée de 1024 points. Le trigger est de 20 nm ce qui correspond à une force maximale 
de 2,4 nN, dans ce cas. Le paramètre Ramp Size est de 200 nm (le traitement expliqué par la suite amène une 
réduction du nombre de points aux extrémités de la courbe). La durée de réalisation de la courbe est de 0,5s). 
On peut découper la courbe en trois parties. La zone d’approche et la zone de contact sont séparées par le point 
de contact correspondant au moment où la pointe touche l’objet. 
La zone de contact peut présenter plusieurs régimes comme c’est le cas ici. 
figure 2.31 - Protocole des expériences d'indentation 
a) Méthode de la dérive thermique. (à gauche) On image en premier une particule (ici, une VLP de VIH-1 dans 
TE). On se place sur la surface, dans la direction de la dérive de la surface. (à droite) On réalise des expériences 
d’indentation de manière régulière. On voit un changement de l’évolution de la courbe pour certaines courbes : 
indentation sur la particule (en bleu) et indentation sur le mica (en gris). Les courbes ont été décalées en F pour 
une meilleure visibilité. 
b) Méthode du Point&Shoot. (à gauche) On image en premier une particule, (ici, une capside de AAV8). (à droite) 
On réalise une grille de points : en chacun des points, une expérience d’indentation (approche et retrait) est 
réalisée. On peut voir des différences entre les courbes. Les courbes sont ici alignées sur le point de contact pour 
une meilleure visibilité. 
2. Traitement des courbes 
 Prétraitement 
 « Zoologie » des courbes d’approche 
figure 2.32 - Traitement des courbes de force 
a) Courbe de force brute obtenue après une expérience de nano-indentation. Seule la courbe d’approche est 
représentée. L’ordonnée représente la tension aux bornes de la photodiode quatre quadrants (en volts).  
b) Connaissant la raideur du levier et la sensibilité, on obtient la courbe de force exprimée en newtons après 
multiplication de la tension par klev et S. 
c) La courbe de force étant très bruitée, un lissage gaussien est réalisé. 
d) Pour imposer une force égale à zéro pour la zone d’approche (le levier n’étant pas défléchi), on soustrait à la 
courbe la moyenne de la force de la zone verte. 
e) On réalise un ajustement linéaire sur les derniers points de la courbe (à gauche sur la courbe). On définit la 
nouvelle origine du repère comme le croisement entre cette droite et l’axe des abscisses. 
f) Courbe représentant la force (en nN) en fonction de la distance d’approche (en nm). 
 Raideur et modèle du 1er ordre 
  
  
  
figure 2.33 – « Zoologie » des courbes de force 
a) Avant chaque expérience, une image est réalisée pour permettre de visualiser la particule, ici une VLP VIH-1. Six 
expériences d’indentation ont été réalisées avec un levier dNPS de raideur 0,12 N/m,  trois sur la surface, trois 
autres sur la particule, chacune d’elle ayant une déflexion maximum différente. 
b) Courbes de force (en nN) en fonction de l’approche du levier vers la surface (en nm) pour différentes déflexions 
maximales (5, 10 et 20 nm). L’origine de l’approche est définie par le point de contact. Lorsque l’indentation est 
réalisée sur la surface (couleurs froides), le régime du levier arrive rapidement. Lorsque l’indentation est réalisée 
sur le virus (couleurs chaudes), on passe par un régime intermédiaire. La déflexion maximale doit être assez 
importante pour atteindre le régime du levier (supérieure à 10 nm).  
c) Dérivée (en N/m) des courbes de force d’approche définies en b). On observe que, pour les courbes réalisées sur 
la surface (couleurs froides), le palier à -0,12 N/m est atteint. Pour les courbes réalisées sur le virus, on passe par 
deux comportements intermédiaires, ici un palier autour de -0,02 N/m et un autre -0,1 N/m. Lors d’une expérience 
d’indentation, on balaie la plage des raideurs entre 0 N/m et la raideur du levier klev. 
d) Exemple d’une courbe d’approche où le virus s’est cassé sous l’effet de la force. La force maximale atteinte avant 
la cassure est de 0,55 N. 
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figure 2.34 - Modèle du premier ordre 
Analogie entre le système mécanique {Virus + Levier} et deux ressorts en série (à gauche). Schémas de 
compression des ressorts lorsque la pointe est en contact avec le virus (à droite). La déformation du système 
mécanique est égale à la somme 𝛿𝑙𝑒𝑣 + 𝛿𝑣𝑖𝑟 . 
figure 2.35 - Détermination de la constante de raideur kmes 
a) Courbe d’approche réalisée au centre d’une particule VLP du VIH-1 avec un levier de raideur klev = 0,12 N/m. 
Une méthode pour trouver la valeur de kmes est de faire un ajustement linéaire sur la zone où le virus est déformé 
progressivement par la pointe (ligne verte). Le coefficient directeur, si l’ajustement est justifié, est l’opposé de la 
constante de raideur kmes. 
b) Dérivée de la courbe d’approche réalisée en a). On remarque que la dérivée d’une courbe de mesure reste 
extrêmement bruitée, un lissage est réalisé pour permettre une meilleure lecture de la courbe.  
Une deuxième méthode pour trouver kmes est de repérer un palier sur la dérivée de la courbe de force ce qui, 
malgré le lissage, reste  difficile. 
c) Histogramme des valeurs de la dérivée de la courbe d’approche sur le virus (à gauche), sur une surface dure 
(à droite). Une dernière méthode consiste à réaliser l’histogramme des valeurs de la dérivée. Sachant que s’il 
existe un palier sur cette dernière, un pic apparaitra pour la valeur kmes, correspondant au comportement linéaire 
de la courbe de force. Sur le virus, on remarque un pic à 0,024 N/m (avec une largeur de 0,003 N/m). Sur la 
surface, on peut voir un pic à la valeur de la constante de raideur du levier (klev = 0,12 N/m). 
≃ Autres informations. 
δ
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figure 2.36 - Définition de l'indentation 
a)  Définition de l’indentation. Courbe d’approche avec un levier dNPS sur une VLP p8.2 (en bleu foncé) et sur 
une surface de mica fonctionnalisée (en bleu clair). L’indentation est définie pour une force F : il s’agit de la 
différence de distance d’approche entre le cas d’une indentation sur l’objet mou et sur la surface dure.  
b) Force en fonction de l’indentation. La force diverge pour une valeur maximale de l’indentation autour de 45 
nm, la pointe appuie tellement sur l’objet que seul le levier se déforme. 
 Cartographies 
figure 2.37 – Cartographie de courbes de force et analyses 
On sélectionne une courbe de Point&Shoot représentative du comportement sur la surface dure. 
a) Carte d’indentation.  (à gauche) On détermine l’indentation maximale pour chacune des courbes réalisées lors 
d’un Point&Shoot (en bleu foncé) grâce à une courbe obtenue lors d’une expérience sur la surface dure (en bleu 
clair). (à droite) A chacune des positions où a été réalisée l’expérience de nano-indentation, on évalue le rapport 
indentation maximale δmax sur la hauteur maximale de l’objet hmax.  
b) Carte des raideurs.  (à gauche) On détermine la pente de la zone de déformation de la particule 𝑘𝑚𝑒𝑠  pour 
chacune des courbes réalisées lors d’un Point&Shoot. (à droite) A chacune des positions où a été réalisée 
l’expérience de nano-indentation, on évalue le rapport kmes sur klev, où klev  est la pente de la courbe obtenue sur 
une surface dure. Plus le point est rouge, plus la pente kmes est proche de klev. 
c) Carte des aires.  (à gauche) Pour chacune des courbes réalisées lors d’un Point&Shoot, on détermine l’aire 
entre la courbe et celle obtenu lors d’une indentation sur la surface (à droite) A chacune des positions où a été 
réalisée l’expérience de nanoindentation, on évalue ainsi l’écart adimensionné entre l’aire calculée et l’aire 
minimale obtenue lors de cette expérience. Plus le point est rouge, plus la courbe s’écarte du cas de la surface 
dure. 

V. Conclusion  
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
figure 2.38 - Carte de corrélation entre le petit axe et le grand axe des différents virus étudiés  (capside AAV de 
sérotype 8, cores p8.91 du VIH-1 et VLP p8.91 du VIH-1) et des densités de probabilité du petit diamètre et du 
grand diamètre. 
Les densités de probabilité sont les projections de la carte de corrélation sur les axes des abscisses (grand axe) 
et des ordonnées (petit axe). 
Plusieurs résultats peuvent être remarqués :  
- Les VLP VIH-1 présentent une grande polydispersité en taille en comparaison avec la capside d’AAV8 (la 
tâche des VLP du VIH-1 est beaucoup plus étalée que celles des capsides d’AAV8). 
- Les capsides d’AAV8 sont très peu polydisperses. 
- Les cores présentent une forte asymétrie comparés aux capsides d’AAV8 et des VLP (la tâche s’éloigne 
de la première bissectrice comparés à celles des VLP du VIH-1 et d’AAV8). 
 
 
117 
 
 
Ce chapitre s’attache à l’étude des propriétés morphologiques de VLPs, Virus Like Particles, et des 
cores du virus VIH-1 dont la production a été décrite dans le chapitre Chap 2.II.1. Pour mettre en évidence les 
propriétés morphologiques et mécaniques de VLPs et cores de différents variants du VIH-1, nous avons 
principalement utilisé l’AFM.  
La première partie s’intéresse aux VLPs et aux cores obtenus grâce à l’expression du plasmide p8.2 
dans des cellules eucaryotes stables transfectées (voir Chap. 2.II). Ces particules produites ressemblent 
biologiquement au VIH-1 sauvage puisqu’elles possèdent exactement les mêmes protéines (Gag, GagPol, Tat 
Rev, Vpr, Nef et Vif du VIH-1) sauf en ce qui concerne les protéines d’enveloppe qui sont absentes, elles sont 
aussi dépourvues d’ARN génomique remplacé par un ARN pseudo-viral. En utilisant du triton lors de la 
purification, l’équipe de Delphine Muriaux et celle d’Andrea Cimarelli ont isolé le core de la bicouche lipidique 
nous permettant ainsi d’imager « ce qui se trouve à l’intérieur » du virus et de voir, après analyse, si certains 
paramètres morphologiques entre le core et la VLP peuvent être reliés. 
La deuxième partie s’attache à voir si des différences de  propriétés physiques des variants de VLPs et 
de cores peuvent être observées par AFM et si une interprétation permettrait de les relier aux différentes 
propriétés biologiques connues de ces variants. 
 
Seule l’expression de la protéine virale Gag dans une cellule permet la production d’une particule virale 
enveloppée contenant des protéines Gag assemblées et des ARNs viraux et cellulaires. Lors de la formation de 
cette particule virale par bourgeonnement de la membrane de la cellule, la présence du signal ψ sur l’ARN viral 
privilégie l’assemblage de Gag sur ce génome, et en son absence, l’assemblage des protéines virales Gag avec 
des ARNs cellulaires. La troisième partie de ce chapitre propose l’étude morphologique des VLP p8.91 et des 
Chapitre 3 : Propriétés physiques de particules VIH-1 
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cores p8.91 ayant été assemblé in cellulo en présence ou en l’absence d’un génome pseudo-viral contenant le 
signal ψ, l’idée étant de regarder l’effet de la présence de l’ARN viral sur la morphogénèse des VLP et des cores.  
Lorsque le virus entre dans la cellule, l’enveloppe virale fusionne avec la membrane cellulaire et libère 
le core viral dans le cytosol. L’étape de rétrotranscription produit l’ADN proviral à partir de l’ARN génomique, 
qui s’intégrera dans la cellule infectée. Au cours de cette étape, il y a ouverture du core viral. La dernière partie 
présente différents résultats préliminaires sur les expériences de déstabilisation des cores viraux en jouant sur 
le temps d’incubation des cores à 37°C.  
 
Au cours de ma thèse, de nombreuses purifications ont été réalisées (environ une cinquantaine) mais 
la production de cores et de VLPs dépend de très nombreux paramètres comme la qualité des cellules 
productrices, l’alimentation des cellules en éléments nutritifs, l’étape de purification ou encore la température. 
A cause de toutes ces variabilités expérimentales, les comparaisons des différents objets, (entre VLPs et cores, 
entre variants…) se feront entre deux types d’objets issus d’une même purification. 
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I. Etude morphologique et mécaniques des VLPs et cores 
 
La production de VLPs en utilisant le plasmide p8.2 selon le protocole décrit dans le chapitre Chap. 
2.II.1 mène à des particules possédant les mêmes protéines structurales (CA, MA et NC) ainsi que les protéines 
régulatrices (Vif, Nef, Rep, Vpu, …) et les enzymes virales (la rétrotranscriptase RT, l’intégrase IN et la protéase 
PT) que la particule sauvage du VIH-1. Elles ont été produites à partir de cellules stables, exprimant l’ARN 
pseudo-viral contenant le signal Psi d’encapsidation (les VLPs p8.2 contiennent l’ARN +ψ). La glycoprotéine 
Env, la protéine accessoire Vpu et l’ARN génomique viral complet ne sont pas exprimées. Cette précaution 
nous permet de produire des VLPs et des cores non infectieux et donc analysables par AFM, dans l’air ou en 
liquide, sans fixateur. La production de cores p8.2 +ψ a également été faite. 
L’étape de maturation (voir Chap. 1.III.3) change la structure du core passant de la forme immature, 
sphérique, à une forme mature conique ou cylindrique. Cette transformation morphologique se fait dans 
l’enveloppe lipidique du virus, donc dans un milieu fermé. Grâce à l’AFM, nous avons pu imager dans l’air, 
sans fixation, des cores et des VLP à l’échelle du virus unique et à haute résolution, pour des centaines 
d’objets ce qui nous a permis d’obtenir des caractéristiques morphologiques, statistiques des VLP et cores, en 
présence de l’ARN viral. 
 
1. Images AFM obtenues 
 
Les images (figure 3.1) ont été réalisées en Tapping Mode avec une pointe MPP11100 (Chap. 2.III) sur 
un dépôt de VLP et de cores p8.2 sur mica fraichement clivé et fonctionnalisé avec de la poly-L-lysine selon le 
protocole décrit précédemment (Chap. 2.II.3). Des dépôts issus de la purification Venus, ne produisant que 
des protéines non virales GFP et donc aucune VLPs, ont été également réalisés pour servir de contrôle au dépôt 
(figure 3.1.d et e). 
Les images réalisées (généralement carrées) font 3µm de côté. Les VLPs ne dépassant pas 200 nm de 
diamètre, les images représentent plusieurs particules (environ une dizaine). En réalisant plusieurs dizaines 
d’images nous limitons une sélection arbitraire des objets rendant l’étude statistique plus objective. 
On peut remarquer pour les VLPs (figure 3.1.b) la présence de nombreux objets et de hauteurs et de 
diamètres variés. Le contour caractéristique des particules sur la surface est circulaire (zooms à droite, sur la 
figure 3.1.a). Cependant, les particules ne sont pas sphériques, du fait de l’attraction par la surface 
fonctionnalisée. D’ailleurs, en se référant au code couleur de l’échelle des hauteurs, il semble que l’on puisse 
distinguer la présence du core, de forme souvent considérée comme conique, à l’intérieur de la VLP.  
Sur les dépôts de cores p8.2 (figure 3.1.c), on observe des objets aux contours particuliers. Les zooms 
(à droite de la figure 3.1.c) mettent en évidence deux types de morphologie : une plus conique, faisant 
apparaitre deux calottes asymétriques aux extrémités reliées par une structure conique avec un angle 
caractéristique et une autre plus cylindrique, où l’angle est proche de 0. Cependant, les dépôts des cores restent 
plus pollués que ceux des VLPs faisant apparaitre d’autres objets plus irréguliers.  
Sur le dépôt servant de contrôle (voir Chap. 2.II.3), Venus VLP (figure 3.1.d), on observe la présence 
de petits objets (une quarantaine de nanomètres de rayon). Il s’agirait vraisemblablement d’exosomes, qui sont 
des vésicules lipidiques, sécrétées par la cellule et ressemblant à des VLPs (Raposo & Stoorvogel 2013). Le dépôt 
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Venus cores (figure 3.1e) est plus propre que le précédent, ce qui peut s’expliquer par l’activité détergente du 
triton qui détruit les exosomes. 
 
2. Caractérisation morphologique des VLPs et des cores 
 
Une étude statistique des particules est donc possible en sélectionnant les particules imagées selon leurs 
dimensions caractéristiques via l’algorithme décrit dans le chapitre précédent (Chap. 2.III.2) sur plusieurs 
dizaines d’images. Il faut veiller à sélectionner les bons objets tout en évitant de biaiser le résultat de l’analyse 
morphologique par des conditions trop restrictives. Il sera ainsi possible de déterminer différentes propriétés 
statistiques comme la valeur caractéristique (ou valeur la plus probable) et la dispersion d’une grandeur 
morphologique en utilisant les représentations exposées au Chap. 2.III.2. 
 
a. Critère de sélection 
 
Dans le cas des VLPs, une analyse morphologique des objets présents sur le dépôt Venus VLP permet 
d’établir des critères de sélection pour exclure les exosomes potentiellement présents sur le dépôt des VLPs 
p8.2. Sur la figure 3.2, la densité de probabilité des petits et grands diamètres (en rouge) donnent des 
dimensions caractéristiques des exosomes respectivement de 55 nm et 75 nm avec une déviation standard de 
30 nm et 40 nm. On voit que ces tailles caractéristiques sont également présentes comme un pic que l’on peut 
distinguer dans la densité de probabilité des VLPs non filtrées. Le critère d’aire minimale doit être 
judicieusement choisi pour permettre de supprimer efficacement ce pic dans les distributions des diamètres 
des VLPs sans perturber le reste de la distribution qui correspond alors essentiellement à des VLPs VIH-1. Ce 
critère est alors un peu moins de Amin = 70 ⨉ 95 ≃ 7000 nm² pour les VLPs. Dans le cas des cores, il a été 
déterminé autour de Amin = 5000 nm², permettant de supprimer les débris présents dans le surnageant purifié 
(figure 3.1.e). Pour exemple, dans le cas des VLPs VIH-1, 24% des objets sélectionnés sans filtrage sont 
considérés comme étant des exosomes et sont donc exclus de la statistique.  
figure 3.1 – Images AFM dans l'air de VLP et de cores du VIH-1. 
a) Représentation schématique du plasmide utilisé lors de la transfection pour la production de particules p8.2. 
Les cellules utilisées appartiennent à la lignée dite stable, elles produisent un pseudo ARN viral avec le signal ψ
qui permet l’encapsidation de l’ARN et donc, les particules produites contiennent le génome ARN ψ. 
Images par AFM (b) de VLPs p8.2 (c) de cores p8.2 (d) de VLPs Venus et (e) de cores Venus sur une surface de 
mica fonctionnalisé par la Poly-L-Lysine (Tapping Mode avec une pointe MPP11100). 
b) (à gauche) Image de 3µm par 3µm. Des chaines ou des amas de particules sont souvent observées mais un 
certains nombres de particules sont isolées les unes des autres. Ces particules sont sélectionnées, grâce au script 
Matlab, pour réaliser une étude statistique de leur morphologie. (à droite) Zooms de particules VLPs p8.2 isolées. 
Pour chacune de ces particules, on peut obtenir des informations morphologiques. 
c) (à gauche) Image de 3µm par 3µm. Il y a peu de cores sur la surface comparé aux VLPs de l’image figure 3.1.b). 
Les particules déposées sur la surface sont celles qui ont pu résister aux différentes étapes de la purification. (à 
droite) Zooms de particules cores p8.2 isolées. On observe des cylindres et des cônes. Pour chacune de ces 
particules, on peut obtenir des informations morphologiques comme la hauteur, le diamètre équivalent ou 
encore l’asymétrie des objets mais également l’angle du core. 
d) Ce dépôt correspond au contrôle négatif pour les VLPs. Une étude morphologique des particules présentes 
sur la surface nous permet de définir le filtre utilisé pour exclure les exosomes des images de VLPs. 
e) Ce dépôt correspond au contrôle négatif pour les cores. Les images AFM confirment que le triton permet de 
supprimer les exosomes. 
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Les autres paramètres ont été définis pour permettre une bonne sélection des particules sans être trop 
restrictifs (Tableau 3.1). Les critères pour les cores diffèrent de ceux pour les VLPs puisque leur forme est 
fortement asymétrique montrant une direction privilégiée (axe de la partie centrale) : la sélection va donc 
privilégier les objets ayant une forte asymétrie (A < 0,75) et un faible nombre fractal (F < 0,9). En ce qui 
concerne la hauteur minimale, les cores étant contenus dans les VLPs sont plus petits ce qui se reflète dans ces 
critères de sélection. Le seuil de bruit doit être suffisamment haut pour pouvoir exclure le bruit mais également 
suffisamment bas pour permettre une bonne mesure de la morphologie des particules, sans perdre 
d’information.  
On observe une diminution de la quantité d’objets sélectionnés avec le filtrage (environ 25 %) mais la 
proportion de véritables VLPs augmente et reste largement suffisant pour réaliser une étude statistique 
pertinente. 
 
Le Tableau 3.1 renseigne sur les critères typiques utilisés lors de la sélection des particules. Cependant, 
devant la qualité de la purification ou de l’imagerie, ces paramètres ont été amenés à évoluer très légèrement. 
figure 3.2 - Calibration du filtre aire grâce au dépôt VLP Venus. 
Densité de probabilité du a) petit diamètre et du b) grand diamètre pour les particules VLPs Venus (en rouge – N 
= 121) et VLPs p8.2 (en bleu clair – N = 683) sans critère de filtre. Les courbes associées aux particules Venus 
donnent les tailles caractéristiques (petit diamètre aexo et grand diamètre bexo) des particules issues de cette 
purification, c’est-à-dire des exosomes sortis des cellule. On détermine ainsi la valeur du filtre d’aire minimale 
par le produit entre aexo et bexo. L’application du filtre excluant les particules ayant une aire inférieure à 7000 nm² 
exclut la majorité des exosomes de la population des VLP p8.2 (en bleu – N = 517). Pour les cores, ce seuil a été 
déterminé autour de 5000 nm². 
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Lors de la présentation des résultats, ceux-ci sont le fruit de l’analyse sur des images obtenues pour des 
purifications réalisées au même moment et pour un jeu de critères de filtrages identiques. 
 
b. Comparaison de la morphologie entre les VLPs et les cores. 
 
L’utilisation des scripts d’analyse morphologique permet de déterminer la densité de probabilité de 
différentes grandeurs morphologiques obtenues par la mesure particule par particule. On peut ainsi comparer 
les dimensions caractéristiques entre les VLPs et les cores.  
 
 La figure 3.3 représente la densité de probabilité de grandeurs directement obtenues par lecture 
de l’image comme la hauteur, l’aire ou encore le diamètre équivalent. Il y a pour chacune de ces grandeurs une 
hiérarchie du type « VLP au-dessus de core ». Cela peut aisément s’expliquer par le fait que les cores sont 
contenus, lors de la production des particules par les cellules, dans les VLPs. La hauteur caractéristique est ainsi 
de 18 ± 2 nm pour les cores et 28 ± 2 nm pour les VLPs. Le diamètre équivalent à mi-hauteur des cores se 
trouve autour de 80 ± 4 nm tandis que celui des VLP est autour de 99 ± 4 nm. L’aire suit la même répartition 
(pour les cores 6000 ± 500 nm² avec une dispersion de 200 nm² et pour les VLPs 12000 ± 500 nm² avec une 
dispersion de 1000 nm²).  
Le diamètre équivalent en bas est plus grand que celui à mi-hauteur, que cela soit pour les VLPs ou 
pour les cores. Cela peut se justifier par une minimisation de la convolution par la pointe lorsque la mesure est 
faite à mi-hauteur (par la suite, nous nous intéresserons qu’à ce type de diamètre). 
Cependant, si on regarde la dispersion des distributions en calculant l’écart type σ, on peut observer la 
même hiérarchisation. Par exemple, pour les diamètres équivalents à mi-hauteur, on obtient σ = 13 nm pour 
les cores et σ = 23 nm pour les VLPs. Ce résultat pourrait s’interpréter comme étant dû au scénario de 
formation des objets : le core se forme lors de la maturation dans un milieu restreint, à l’intérieur de l’enveloppe 
lipidique, avec une forte interaction avec l’ARN ce qui n’est pas le cas pour les VLPs formées lors du 
bourgeonnement puis de la maturation, phénomènes que l’on attend moins contraints. 
 
Paramètres des filtres VLPs Cores 
Seuil bruit hseuilbruit (en nm) 8 5 
Hauteur min hseuilobjet (en nm) 25 10 
Aire min Amin (en nm²) 7 000 5 000 
Aire max Amax (en nm²) 100 000 100 000 
Nombre fractal min Fmin 0,75 0,6 
Nombre fractal max Fmax 1,2 0,9 
Circularité min Amin 0,1 0,001 
Circularité max Amax 1 0,75 
 
Tableau 3.1 – Valeurs typique des seuils de filtrage pour l'analyse morphologique des VLPs et des cores du VIH-
1. 
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figure 3.3 - Densités de probabilité de certains paramètres morphologiques pour les cores p8.2 (en vert - N = 201) 
et les VLPs p8.2 (en bleu - N=517) après filtrage. 
a) Densité de probabilité de la hauteur maximale des cores p8.2 et des VLPs p8.2. Ce paramètre n’est pas sensible 
à la convolution. Les collections sélectionnées dépassent les 200 particules, permettant une étude statistique 
acceptable. La hauteur caractéristique des cores est inférieure à celle des VLPs. 
b) Densité de probabilité de l’aire à la base des cores p8.2 et des VLP p8.2. Ce paramètre est sensible à la 
convolution de la pointe. On voit que les cores présentent une aire caractéristique plus petite que les VLPs et 
une dispersion d’aire moins importante. 
c) Densité de probabilité du diamètre équivalent à la base (à gauche) et à mi-hauteur (à droite) des cores p8.2 et 
des VLP p8.2. Ces paramètres sont donc aussi sensibles à la convolution mais se placer à mi- hauteur minimise 
l’effet de la convolution par la pointe. A nouveau, la valeur caractéristique du diamètre des cores est inférieure 
à celui des VLP ainsi que la dispersion. 
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La figure 3.4 représente les densités de probabilité du grand diamètre et du petit diamètre des VLPs 
p8.2 et des cores p8.2 obtenus après l’ajustement elliptique de chacune des particules ainsi que celles de 
l’asymétrie (rapport entre le petit et grand diamètre). Il apparait que les densités de probabilité du grand 
diamètre des VLPs et des cores sont très proches (la valeur caractéristique est de 110 ± 5 nm) alors que celles 
du petit diamètre sont décalées (celle des cores autour de 55 ± 5 nm et celle des VLPs autour de 95 ± 5 nm). Ce 
décalage se retrouve alors nécessairement dans l’asymétrie.  
 
Cette dernière différence se justifie directement en observant la forme particulière des cores présentant 
une direction privilégiée, et donc une asymétrie forte (autour de 0,5) ce qui n’est pas le cas des VLPs qui ont 
une morphologie sphérique. La similitude du grand diamètre, à la fois en terme de valeur la plus probable et 
de dispersion, pourrait se justifier par l’assemblage contraint du core : sa croissance serait limitée par les parois 
lipoprotéiques formées par l’enveloppe et la matrice MA.  
 
La figure 3.5 illustre les corrélations entre le petit et le grand axe. La distribution des points (grand axe ; 
petit axe) rend compte de la forte asymétrie des cores, le nuage s’éloignant de la première bissectrice, la pente 
figure 3.4 - Densité de probabilité des paramètres morphologique après détermination des axes propres et les 
diamètres associés de chaque particule pour les VLP p8.2 (en bleu) et les cores (en vert). 
a) Densité de probabilité du grand diamètre (à gauche) et du petit diamètre (à droite) des VLP p8.2 et des cores 
p8.2. Il y a peu de différence entre les VLP et les cores en ce qui concerne le grand diamètre dont la valeur la plus 
probable est 110 nm avec une dispersion d’environ 50 nm). Par contre, les cores présentent un petit diamètre 
caractéristique plus petit que celui des VLPs.  
b) Densité de probabilité de l’asymétrie, rapport entre le petit et le grand diamètre, des VLP p8.2 et des cores 
p8.2.  Les cores sont fortement asymétriques (avec une asymétrie la plus probable autour de 0,57) par rapport 
aux VLPs présentant une asymétrie moyenne autour de 0,85. 
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de l’ajustement linéaire étant proche de 1 pour les VLP et de 0,6 pour les cores. Les cartes de corrélation nous 
permets de remonter aux dimensions les plus probables qui sont pour les cores de (105 nm ; 60 nm) ce qui 
correspond à une asymétrie de 0,58 et pour les VLPs (105 nm ; 90 nm) pour une asymétrie de 0,85. On retrouve 
d’ailleurs les valeurs les plus probables de la densité de probabilité de l’asymétrie. De plus, si on s’intéresse à la 
dispersion (l’étalement de la tâche), on remarque qu’elle est équivalente, entre les cores et les VLPs, selon la 
direction des grands diamètres alors qu’elle est plus importante pour les VLPs selon la direction des petits 
diamètres.  
 
Cette représentation à elle seule donne donc une bonne mesure des propriétés morphologiques des 
particules en termes de diamètres caractéristiques, d’asymétrie et de dispersion. C’est celle que nous utiliserons 
majoritairement par la suite. 
figure 3.5 - Correlation entre petit et grand diamètre pour les cores p8.2 et les VLPs p8.2. 
a) Nuage de points reliant le grand diamètre a et le petit diamètre b pour chaque particules cores (en vert) et 
VLPs (en bleu). En trait continu, l’ajustement linéaire. Les points se trouvent nécessairement en dessous de la 
première bissectrice car le programme trouve directement quel est le grand axe et le petit axe. Le nuage de 
points verts s’éloigne beaucoup plus de la première bissectrice que le nuage bleu.  
b) Carte de corrélation entre le petit diamètre et le grand diamètre des cores p8.2 (à gauche) et des VLPs p8.2 (à 
droite). Pour les cores, le couple (a, b) le plus probable est (105 nm, 60 nm) et la dispersion des résultats  a lieu 
de façon anisotrope selon la direction des abscisses tandis que pour les VLP, le couple (a, b) le plus probable est 
(105 nm, 90 nm) et la dispersion des résultats a lieu selon la première bissectrice, c’est-à-dire de manière 
isotrope. 
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La première observation faite semble confirmer le fait que la croissance maximale selon la direction 
privilégiée par les cores suit les dimensions de l’enveloppe. La deuxième remarque pourrait se justifier en 
évoquant l’existence de contraintes structurelles dépendant des interactions entre les protéines CA ainsi 
qu’avec l’ARN limitant le core à de petites variations des petits-diamètres. 
 
Les différents résultats déjà obtenus sur la morphologie des cores ne nous permettent pas de 
différencier les cores coniques des cores cylindriques. Seule la mesure de l’angle formé par la partie centrale 
est pertinente : s’il est égal à zéro, c’est un cylindre, s’il est clairement supérieur à zéro, c’est un cône. 
 
c. Mesure de l’angle des cores 
 
Dans le chapitre précédent (Chap. 2.III.2.c), je proposais deux méthodes pour mesurer l’angle de la 
partie centrale d’un core : soit en considérant le profil d’une section le long du core soit en évaluant l’évolution 
du diamètre transverse.  
Les images zoomées sur les particules (figure 3.6) et leurs sections montrent que la hauteur n’est pas 
homogène le long de la section des cores, probablement suite à l’effondrement partiel de la structure sur elle-
même, ce qui rend difficile l’étude d’une section centrale et impossible l’utilisation de la première méthode. 
Dans les images proposées, on peut penser que l’effondrement est plus important pour les cores cylindriques 
que pour les coniques, mais cela n’est pas un comportement général. 
 
 
figure 3.6 - Sections d'un core conique et d'un core cylindrique. 
Image d’AFM (Peak Force Mode avec un levier ScanAssyst HR) 
a) (en haut) d’un core p8.2 de type conique. (en bas) Hauteur le long des sections de couleur sur l’image. Les 
coupes ne sont pas les mêmes selon la section considérée et ne présentent pas de régime linéaire clair.  
b) (en haut) d’un core p8.2. de type cylindrique (en bas) Hauteur le long des sections de couleur sur l’image. Les 
coupes ne sont pas les mêmes selon la section considérée et ne présentent pas de palier évident correspondant 
à la partie cylindrique du core. 
Chapitre 3 : Propriétés physiques de particules VIH-1 
 
 
128 
 
La deuxième méthode est malheureusement sensible à la convolution. Cependant, la hauteur des 
particules, cône et cylindre, est sensiblement la même ce qui sous-entend lors de l’analyse morphologique que 
les effets de la convolution par la pointe sont sensiblement les mêmes sauf sur l’angle, où elle aura tendance à 
augmenter l’angle seulement s’il s’agit d’un cône (Annexe A). La séparation entre les deux formes n’en sera 
que plus marquée. On pourra ainsi discuter de leurs propriétés morphologiques sans craindre un biais de la 
convolution. 
On peut observer la présence d’une partie plus haute qu’ailleurs dans le core, qu’il soit conique ou 
cylindrique. L’hypothèse est que sous l’effet de l’effondrement, le génome est resté immobile : la position de 
ce « bulbe » dans la structure indiquerait la position du complexe NC-ARN. Cependant, cette hypothèse n’est 
pas supportée par d’autres observations expérimentales extérieures à l’équipe et ne sera pas exploitée par la 
suite (Woodward et al. 2015).  
 
L’utilisation du script de mesure des angles est faite sur des images zoomées sur des cores. Avoir une 
haute résolution, permet de voir si l’algorithme peut séparer les cônes des cylindres. L’histogramme réalisé, à 
partir de 26 images de cores cylindriques ou coniques choisis totalement arbitrairement (figure 3.7.b), montre 
la séparation entre deux populations, une ayant un angle proche de 0, l’autre ayant un angle autour de 27° ± 
4°. Cette valeur est proche de celle donnée par l’étude en cryoEM de cores obtenus par un autre protocole de 
purification (Briggs et al. 2003) qui se trouve autour de 23° et éloignée de celle théorique de 19,5° (Ganser 
1999) attendue par une structure dont les pentamères se répartissent de la zone centrale selon une proportion 
5/7 (voir Chap. I.). Ces écarts peuvent se justifier par la convolution de la pointe, inexistante dans les mesures 
par cryoEM. Par ailleurs, le programme Matlab permettant de simuler l’imagerie AFM en mode contact d’un 
core cylindrique d’angle 19°C, donne un angle autour de 27°C, dans le cas d’une pointe AFM de rayon 2 nm 
et d’angle 20°C. 
La mesure de nouveaux paramètres morphologiques peut permettre de mieux caractériser la forme des 
cores comme la longueur du core, la largeur maximale (qui correspond au maximum du diamètre transverse 
atteint le long du core) et la hauteur. Cependant, les particules ont été sélectionnées lors de l’étape d’imagerie 
rendant cette étude moins pertinente d’un point de vue statistique (faible nombre et choix arbitraire). 
 
L’idée a alors été de réaliser des images de 3 µm de côté, toujours pour avoir une étude statistique la 
plus objective qu’il soit. Cependant, la résolution de chaque image de core est plus faible puisqu’il y a moins 
de pixels par objet. Le programme a alors été légèrement modifié : on ne considère plus le contour propre de 
l’objet mais un contour lissé par la méthode des splines (voir Chap. 2.III.5). Cette modification permet 
d’augmenter le nombre de points du contour en respectant le plus possible la géométrie du contour. 
 
Grâce à ce script, on a réalisé une étude statistique avec 190 cores p8.2 +ψ et tracé les densités de 
probabilité des angles et des grandeurs géométriques habituels (figure 3.8). Deux populations peuvent être 
isolées de la densité de probabilité de l’angle, une autour de 3° 1 (avec une dispersion en σθ = 3°), correspondant 
aux cylindres et une autre autour de 27° (avec une dispersion en σθ = 5°) attribuée aux cônes. La forme des  
                                                             
 
1 L’angle n’est pas 0° car le lissage et le repliement des angles négatifs sur les angles positifs déplacent le pic des cylindres sur des 
valeurs légèrement plus grandes que 0°. 
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figure 3.7 - Etude morphologique complémentaire de cores p8.2 sélectionnés arbitrairement à partir de zooms de 
400 nm par 400 nm sur les cores (N = 26). 
a) Définition des paramètres morphologiques accessibles sur une image. (à gauche) Le contour de la particule 
(en rouge) est établi à la hauteur hseuil (définie lors de la sélection de la particule). La hauteur est définie comme 
la courbe iso-hauteur la plus haute (au nm près) accessible. La longueur correspond à la plus grande distance 
accessible entre deux points du contour de la particule. (au centre) La largeur maximale est définie comme le 
maximum de la tranche (voir Chap. 2.III.2.c.). L’angle est obtenu comme décrit au chapitre 2. La longueur, la 
largeur et l’angle sont sensibles à la convolution de la pointe. 
b) Histogramme des angles mesurés à partir des objets sélectionnés arbitrairement. Les valeurs autour de 0° 
correspondent aux cores de types cylindres (6 objets). Les valeurs autour de 27° ± 4° correspondent aux cores de 
types cônes (20 objets).  
c) Histogramme des largeurs maximales mesurées à partir des objets sélectionnés arbitrairement. La largeur (au 
niveau du seuil hseuil) la plus fréquente est de 70 nm ± 5 nm. Ce résultat se rapproche de l’étude morphologique 
précédente avec le petit diamètre (figure 3.4). 
d) Histogramme des hauteurs mesurées à partir des objets sélectionnés arbitrairement. La hauteur la plus 
fréquente est de 17 nm ± 2 nm. On retrouve les résultats obtenus précédemment sur l’étude morphologique 
statistique (figure 3.3). 
e) Histogramme des longueurs maximales mesurées à partir des objets sélectionnés arbitrairement. Les 
longueurs les plus fréquentes sont de 110 et de 130 nm (± 5 nm). Ce résultat se rapproche de l’étude 
morphologique précédente avec le grand diamètre (figure 3.4). 
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cores ne passe pas de cylindrique à conique de manière continue mais il existe un intervalle d’angles peu 
favorables. En considérant l’angle des cores, on peut ainsi discriminer les cônes des cylindres. 
La longueur est proche de la valeur obtenue dans l’étude du petit et du grand diamètres des cores. Par 
contre, on observe une augmentation de la largeur. A cause de la géométrie particulière des cores coniques, le 
petit axe issu de l’ajustement elliptique est généralement inférieur à la largeur maximale calculée.  
La hauteur quant à elle ne semble présenter qu’une seule population. Cependant on peut critiquer la 
pertinence de ce paramètre puisque les structures apparaissent, sur les images, partiellement effondrées sur 
elles-mêmes. 
 
Devant la séparation nette de ces deux populations, il est intéressant d’étudier les cartes de corrélation 
entre l’angle et les autres grandeurs morphologiques (figure 3.9).  
La carte représentant la densité de probabilité de la hauteur maximale en fonction de l’angle (figure 
3.9.a)  montre deux tâches autour des deux angles caractéristiques autour de 3° et de 27° séparant ainsi les 
figure 3.8 - Etude morphologique complémentaire de cores p8.2 (N = 188) à partir d’images AFM de 3µm par 3µm.
La sélection se fait toujours par l’algorithme d’analyse morphologique (voir Chap 2.III.2.b). 
a) Densité de probabilité des angles des cores p8.2. Une population de cores a un angle autour de 3° 
correspondant aux cylindres tandis qu’une autre population, celle des cônes, présente un angle distribué autour 
de 27°.  
b) Densité de probabilité des hauteurs des cores p8.2. La hauteur la plus probable est d’environ 19 nm ± 2 nm. 
c) Densité de probabilité des largeurs maximales des cores p8.2. La largeur maximale la plus probable est de 63 
nm ± 4 nm. 
d) Densité de probabilité des longueurs des cores p8.2. La longueur la plus probable est de 114 nm ± 4 nm. 
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cônes des cylindres. Par contre, le décalage entre les deux hauteurs n’est pas très important : 18 ± 2 nm pour 
les cylindres et 19,5 ± 2 nm. 
 
figure 3.9 - Corrélation entre l'angle des cores p8.2 et les paramètres morphologiques (N = 188). 
a) Carte de corrélation entre l’angle et la hauteur maximale de core p8.2. Les deux types de cores apparaissent. 
Un léger décalage par rapport à la hauteur existe entre ces deux populations, les cônes et les cylindres. 
b) Carte de corrélation entre l’angle et la longueur des cores p8.2. La longueur du core ne semble pas dépendre 
du type de cores considéré. 
c) Carte de corrélation entre l’angle et la largeur maximale des cores p8.2. La largeur la plus probable dépend du 
type de cores considérés : pour le cylindre, la largeur la plus probable est de 63 ± 4 nm, tandis que pour le cône, 
la largeur est de 82 ± 4 nm. 
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La carte montrant la corrélation entre la longueur et l’angle (figure 3.9.b) présente toujours les deux 
tâches caractéristiques des deux formes mais celles-ci ne sont pas décalées selon l’axe des abscisses. Quelle que 
soit la forme adoptée par le core, sa croissance est bloquée par la paroi lipoprotéique de l’enveloppe. 
La dernière carte relie la largeur maximale à l’angle (figure 3.9.c). La séparation entre les cores de type 
cône et de type cylindre se fait toujours nettement selon les angles mais il en est de même selon la largeur 
maximale. Les cylindres ont statistiquement un diamètre maximal (valeur caractéristique de 58 nm) plus petit 
que celui des cônes (valeur caractéristique de 78 nm). 
  
A la vue de ces résultats, il nous a semblé intéressant de représenter une carte de corrélation entre la 
largeur maximale et la longueur maximale (figure 3.10) pour voir si cela permettrait (sans mesure d’angles) de 
séparer cores et cylindres. On observe une tâche de la forme d’un V renversé à 90°. En s’attardant sur les autres 
cartes de corrélation, on peut justifier que la branche supérieure est attribuée aux cônes tandis que la branche 
inférieure est attribuée aux cylindres ce qui est confirmé avec les nuages de points, longueur en fonction de la 
largeur maximale pour chaque forme, de la figure 3.10.b. Les cônes ont donc tendance à avoir une largeur 
maximale proportionnelle à leur longueur ce qui correspond bien aux propriétés de cette forme géométrique. 
La largeur maximale des cylindres par contre semble être faiblement corrélée à leurs longueurs.  
 
d. Modèle des cores de VIH-1 
 
Je propose ici un modèle extrêmement simple pouvant expliquer l’existence de structures de types 
cylindrique ou de type conique. Il s’appuie sur les travaux de W. Helfrich sur les membranes lipidiques 
(Helfrich 1973) et de l’équipe de W. Gelbart sur l’élasticité des cores (Nguyen et al. 2005). 
En toute première approximation, le core peut être considéré comme une surface fermée continue 
constituée de trois parties : deux calottes sphériques et une partie centrale (figure 3.11). Comme l’indiquent les 
résultats obtenus par AFM (figure 3.4), le core est contraint aux extrémités par l’enveloppe lipoprotéique. Le 
figure 3.10 - Corrélation entre la longueur et la largeur maximale des cores p8.2 (N = 188) 
a) Carte de corrélation entre la largeur maximale et la longueur. On observe une forme en V penchée de la 
dispersion. 
b) Nuage de points reliant en abscisse la largeur maximale et en ordonnée la longueur des cores. La dispersion 
des objets ayant un angle inférieur à 12° (en bleu foncé – N = 79) se fait majoritairement selon l’axe des 
ordonnées tandis que celle des objets ayant un angle supérieur à 12° (en bleu clair – N = 109) est oblique avec 
un coefficient de proportionnalité de 0,6. 
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modèle géométrique peut donc se résumer par les paramètres  et  rayons des calottes (dans le cas du 
cylindre,  = ), ℎ longueur de la partie centrale et   rayon de l’enveloppe lipoprotéique (figure 3.11). 
L’angle  du core est alors défini par : 
 =  − 
 −  +
 − 
 (3.1) 
 
La contrainte apportée par la membrane impose la relation suivante entre les paramètres 
géométriques : 
2 =  −  + ℎ +  −  (3.2) 
 
Nous avons décidé de modéliser l’énergie de la structure en deux termes :  
- L’énergie de bending : les protéines CA libres possèdent une courbure naturelle C0. Dans la structure, 
les interactions avec les protéines voisines vont contraindre la protéine à adopter une nouvelle forme. 
L’énergie de bending mesure cet écart avec un modèle quadratique :  
 = 12 +  −  +


 
où  et  représentent les courbures locales au point  et S la surface 
(3.3) 
  
Le deuxième terme est l’énergie de bending gaussienne qui dans le cas d’une surface fermée est 
constante. Le paramètre κB, homogène à une énergie, dépend de la nature des protéines CA.  
- L’énergie de contour : la structure de notre core modèle, composée d’une partie centrale et de deux 
calottes sphériques, présente donc deux frontières. La contribution énergétique de ces frontières est 
modélisée par une énergie linéique γ :  
où γ l’énergie linéique de contour. 
 
On suppose l’équilibre établi avec les protéines CA libres dans la particule virale2, la surface S du core 
restant constante (le nombre de protéines CA constant donc). R étant fixé, le problème ne dépend plus que 
d’un paramètre libre. Dans ces conditions, une minimisation de l’énergie totale par protéine (et donc par unité 
de surface) nous indiquera quelle est la forme la plus stable.  
La figure 3.11 représente l’évolution de l’angle minimisant l’énergie en fonction des paramètres 
structurel et énergétique adimensionnés : 
 =  et Γ = !"#$ (3.5) 
Dans le cas où le système est libre, sans contrainte, il est aisé de montrer, avec ce modèle, que la forme 
la plus stable est le cylindre. Expérimentalement, cette situation est d’ailleurs vérifiée lorsque les protéines 
s’auto-assemblent in-vitro sans présence de membrane (Campbell & Vogt 1995). Par contre, en présence d’une 
                                                             
 
2 Lors de la maturation, la polyprotéine Gag est scindée en trois domaines. Une partie des 4000 protéines CA s’assemble pour former 
le core, laissant environ 2600 protéines CA en équilibre dans le milieu (Briggs & Kräusslich 2011). 
% = 2&' +  (3.4) 
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contrainte apportée par la membrane lipidique, l’énergie de bending peut expliquer à elle seule l’existence de 
cores à la géométrie conique. Seule cette forme permet au système d’avoir une énergie de courbure sur toute 
une zone de la partie centrale proche du minimum car la courbure de la structure reste voisine de la courbure 
naturelle, dans le cas où celle-ci est forte. 
L’énergie de contour semble également faciliter l’obtention de cette forme. Plus la tension de ligne est 
importante, plus il est intéressant pour le système d’avoir une des extrémités quasiment fermée et donc 
d’annuler le périmètre d’une des frontières. Cependant, ce modèle reste simple : il ne prend pas en compte le 
rôle du génome à l’intérieur du core et l’énergie de stretching, tension due à la présence de pentamères dans la 
structure principalement hexamèrique, qui nécessiterait une étude discrète du système via la méthode des 
éléments finis par exemple. 
La forme des cores pourrait donc se justifier par le modèle de croissance dans un milieu restreint. La 
présence de cônes et de cylindres serait alors expliquée par des fluctuations proches de la transition décrite. 
 
3. Propriétés mécaniques des VLPs p8.2 
 
L’étude des déformations des VLPs en réponse à l’appui de la pointe AFM quantifie sa rigidité, via la 
mesure de sa constante de raideur. Dans cette partie, nous avons réalisé des expériences de nano-indentation 
sur des VLPs p8.2. L’utilisation du script d’indentation permet de déterminer le centre de la particule et de 
sélectionner les courbes ayant été réalisées au niveau du centre de la particule (voir Chap. 2.IV.2).  
Comme nous l’avons montré dans le chapitre précédent (Chap. 2.IV), plus l’indentation est 
importante, plus on sonde les pentes km proche de la raideur du levier. Des expériences de nano-indentation 
ont été réalisés à faible indentation (déflexion du levier de 5 nm ce qui correspond à une force de 0,6 nN), à 
moyenne indentation (déflexion du levier de 10 nm équivalent à 1,2 nN) et finalement à forte indentation 
(déflexion du levier de 20 nm équivalent à 2,4 nN) avec des leviers dNPS, de raideur d’environ 0,11 ± 0,03 
N/m. Les études de nano-indentation ont été réalisées dans le solvant de suspension des VLPs, le TNE. Le 
figure 3.11 - Modèle des cores du VIH-1 
Modèle géométrique avec les paramètres définis dans le texte. 
Evolution de l’angle des cores en fonction de , représentant l’effet de la courbure de la surface, et de ( l’effet 
du contour de ligne aux extrémités du core. L’angle α représente l’angle du core. 
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script d’analyse a permis d’exploiter les courbes d’approches réalisées pour en extraire des informations sur 
les propriétés mécaniques des VLPs p8.2.  
 
a. Les courbes de force 
 
Dans le cas d’une faible indentation (figure 3.12), les courbes n’atteignent pas le régime de déformation 
totale et l’objet peut encore se déformer. Dans ces conditions, la carte des raideurs semble être la mieux adaptée 
pour déterminer la position de la particule. Le calcul de la pente en fin d’approche, représenté par les cercles 
rouges dans la figure 3.12.a, permet de sélectionner les courbes désirées, c’est-à-dire les numéros 014, 015, 016 
et 020 (figure 3.12.b). La courbe 000 a été obtenue lors de l’appui sur la surface de mica fonctionnalisé. Un 
calcul de la dérivée fait apparaitre la présence d’un palier autour de 0,022 ± 0,003 N/m (figure 3.12.c) ce qui est 
figure 3.12 – Expériences d’indentation sur une VLP p8.2 à faible indentation (5 nm). 
a) Expérience de Point&Shoot sur une particule VLP p8.2 en milieu liquide (Solution tampon TNE) déposée sur 
une surface de mica fonctionnalisée à la Poly-L-Lysine. En noir et blanc, l’image AFM de la particule (mode 
PeakForce avec une pointe dNPS de raideur 0,13 N/m dans ce cas). En couleur, chaque point représente une 
expérience d’indentation, le code couleur associé correspond à la pente extrême de la courbe associée au point 
(ici, 000). 
b) Courbes d’indentation au centre de la particule (014, 015, 016  et 020) et une courbe d’indentation sur la 
surface (000). 
c) Dérivée des courbes d’indentation. On peut voir l’apparition d’un plateau entre de -0,02 et -0,04 N/m. 
d) Histogramme des valeurs de la dérivée. Un pic de valeurs apparait lorsqu’il y a présence d’un plateau (ici à 
0,022 ± 0,003 N/m). 
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confirmé par l’histogramme des dérivées (figure 3.12.d). L’appui sur la surface n’atteint pas le régime élastique 
du levier, avec un palier à 0,013 N/m, visible uniquement sur la courbe de surface. 
Ce premier palier correspondrait à la déformation de la membrane, première paroi de l’objet touchée 
par la pointe. En appliquant la formule du modèle du 1er ordre (Chap. 2.IV.6, équation (2.21)) à kmes, on obtient 
une raideur kvir = 0,03 N/m. 
 
L’idée d’une forte indentation est dans un premier lieu de balayer un intervalle de pentes plus 
importantes que celles de la faible indentation et dans un second lieu d’atteindre la réponse mécanique du core 
du VIH-1. Dans le cas d’une forte indentation (figure 3.13), le régime de déformation maximale est atteint 
pour les courbes de force réalisées sur la surface comme l’indique la dérivée de la courbe (figure 3.13.c).  
Pour déterminer la position de la particule lors de cette expérience d’indentation, le critère sur l’aire 
entre la courbe étudiée et celle obtenue sur la surface (la 119) est préféré aux autres critères (figure 3.13.a). La 
sélection des courbes s’est centrée sur les courbes 095, 096, 099 et 100 (figure 3.13.b). 
figure 3.13 - Expérience d'indentation sur des VLPs p8.2 à forte indentation (20 nm) 
a) Expérience de Point&Shoot sur une particule VLP p8.2 en liquide (Solution tampon TNE). En noir et blanc, 
l’image AFM de la particule (PeakForce Mode avec une pointe dNPS, de 0,13 N/m dans ce cas-là). En couleur, 
chaque point représente une expérience d’indentation, le code couleur associé correspond à l’aire se trouvant 
entre la courbe associée au point et la courbe réalisée de la surface (ici, la 119). La dérive du cristal 
piézoélectrique a déplacé la particule par rapport à la figure précédente.  
b) Courbes d’indentation au centre de la particule (095, 096, 099  et 100) et une courbe d’indentation sur la 
surface (119). 
c) Dérivée des courbes d’indentation. On peut voir l’apparition d’un plateau entre de -0,02 et -0,04 N/m. 
d) Histogramme des valeurs de la dérivée. Un pic de valeur apparait lorsqu’il y a présence d’un plateau (ici un pic 
fin autour de à kmes 1 = 0,025 ± 0,005 N/m et un pic large autour de kmes 2 = 0,065 ± 0,01 N/m). 
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Le calcul de la dérivée montre la présence de deux paliers, le premier autour de kmes 2 = 0,025 ± 0,01 
N/m, le second autour de kmes 2 = 0,065 ± 0,01 N/m ce qui est confirmée par l’histogramme des dérivées faisant 
apparaitre deux pics (figure 3.13.d). 
La largeur relativement importante du deuxième pic peut avoir deux raisons : 
La première explication vient de l’incertitude de mesure. En effet, la formule de propagation des 
erreurs donne pour kvir une incertitude de la forme : 
 
∆*+,-
*+,- =
∆*./0 − *1/+
*./0 − *1/+ +
∆*./0
*./0 +
∆*1/+
*1/+ ≈
∆*./0 + Δ*1/+
*./0 − *1/+ +
∆*./0
*./0 +
∆*1/+
*1/+  (3.6) 
 
Le premier terme diverge pour une raideur proche de la raideur du levier ce qui est le cas pour le 
deuxième pic kmes 2. 
La deuxième explication pourrait être la non-homogénéité du core. En effet, sa forme particulière et sa 
taille variable pourrait justifier une non-homogénéité et une non-anisotropie des propriétés mécaniques. Dans 
cette étude, nous avons privilégié la détermination d’une constante de raideur globale mais une investigation 
plus raffinée pourrait permettre la caractérisation de cette hétérogénéité. Cependant, faute de temps et de 
matériel, cette approche n’a pas été possible. 
Ces résultats ne concernent qu’une seule VLP. En appliquant cette analyse à plusieurs cartographies 
(faible et forte indentation) sur plusieurs VLPs, on obtient des distributions de valeurs de kvir. 
 
b. Histogrammes des raideurs 
 
Pour chaque particule, quatre courbes sont sélectionnées comme se trouvant au centre de la VLP, pour 
une faible, une moyenne et forte indentations. Les dérivées des courbes sont alors calculées et réunies dans un 
histogramme de leurs valeurs pour pouvoir en extraire les pics, comme sur les figures 3.12.d et 3.13.d. 
Les valeurs obtenues sont ensuite placées de nouveau dans un histogramme en séparant les premiers 
pics kmes 1 relatifs à la membrane des autres pics (si présents) kmes 2 pouvant être associés à la déformation du 
core. Les trois types d’expériences de nano-indentation font apparaitre le régime de la membrane. Cependant, 
il faut réaliser une forte indentation pour sonder le régime du core.  
 
Les valeurs mesurées ne sont pas les constantes de raideurs de la particule. Pour les obtenir, il faut 
appliquer le modèle du 1er ordre (ressorts en série). Les résultats sont représentés sur la figure 3.14. Alors que 
pour les faibles indentations, le modèle du ressort est facilement applicable, lorsque pour les fortes indentations 
la pointe appuie également sur le core, le modèle se complexifie : 
- Cas des faibles indentations : L’enveloppe se déforme à peine et le virus peut être modélisé dans ces 
conditions comme un simple ressort. L’équation (2.21) donne alors une valeur de la constante de 
raideur moyenne de la membrane lipoprotéique de kmem = 0,035 N/m avec une dispersion standard de 
0,01 N/m. Cette valeur est nettement inférieure à la raideur mesurée dans une étude de l’équipe de I. 
Rousso (Kol et al. 2007) trouvant une raideur six fois plus importante (mais l’expérience menée par 
l’équipe de I. Rousso se fait sur des VLPs possédant la protéine Env). La constante de raideur de 
Chapitre 3 : Propriétés physiques de particules VIH-1 
 
 
138 
 
vésicules sans cholestérol de taille comparable aux VLPs a été mesurée autour de 0,05 ± 0,02 N/m 
(Liang et al. 2004).  
 
- Cas des fortes raideurs : La détermination de la constante de raideur du core est plus complexe, à cause 
du modèle à employer pour passer de kmes à kvir. Lors d’une forte indentation, la membrane et le core 
sont tous les deux déformés. Le modèle du premier ordre tendrait à considérer deux ressorts kmem et 
kcore en dérivation (figure 3.15), se déformant en même temps. On aurait alors la relation :  
figure 3.14 - Histogramme des raideurs des virus pour les 21 particules pour différentes déflexions maximales. 
a) pour une indentation faible (0,6 nN). On voit la raideur de la membrane lipoprotéique enveloppe de la VLP.  
b) pour une indentation moyenne (1,2 nN). On appuie assez pour voir apparaitre des courbes ayant un deuxième 
régime différent de celui de la membrane lipoprotéique. 
c) pour une indentation forte (2,4 nN). On appuie assez pour que la pointe indente également le core intérieur 
avec l’apparition des barres bleues. 
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*%4-/ = *1/+ . *./0*1/+ − *./0 − *./. (3.7) 
La constante kcore serait donc décalée vers les valeurs inférieures par rapport à la raideur du système 
{membrane + core}. 
Une autre difficulté est l’anisotropie de la particule. Comme nous l’avons vu dans la partie précédente 
(Chap. 3.I.2), les cores peuvent être coniques ou cylindriques, selon l’endroit où l’expérience a été réalisée, la 
réponse n’est pas nécessairement la même. 
Cependant, la valeur estimée de kcore, environ 0,1 ± 0,05 N/m, donne un ordre de grandeur équivalent 
à ceux obtenus sur d’autres virus non enveloppés (voir Chap. 1.II.3 et (Mateu 2012)) 
 
 
4. Discussion. 
 
Dans cette première partie nous nous sommes intéressés aux propriétés morphologiques et 
mécaniques des VLPs et des cores du virus VIH-1.  
 
La grande résolution de l’AFM a permis d’observer, d’analyser et de différencier les VLPs des cores du 
VIH-1. L’utilisation des différents programmes d’analyse d’images offre la possibilité de caractériser 
statistiquement la morphologie de ces deux types d’objets.  
Nous avons ainsi montré que, grâce à des ajustements elliptiques, le grand-diamètre des VLPs est 
statistiquement équivalent à celui des cores. Ceci peut se justifier par la formation du core, lors de l’étape de 
maturation, dans le milieu restreint qu’est l’intérieur de la membrane lipoprotéique. Par contre, la valeur 
caractéristique du petit-diamètre des cores est deux fois plus petit que celui des VLPs (ce qui s’explique par la 
forme particulière des cores) et sa dispersion est, elle aussi, également inférieure à celle des VLPs. Cependant, 
en comparaison avec certains virus non-enveloppés comme le virus AAV, les VLPs et les cores du VIH-1 
présentent une grande polydispersité de taille, comme l’indique la figure de la transition (figure T). 
En outre les images obtenues par AFM permettent également de relever l’existence de deux formes de 
cores, cylindrique et conique avec un ratio privilégiant la forme conique (60% des cores). Cette répartition est 
ainsi différente des cores purifiés à partir de VLPs produites in cellulo par l’équipe de H. G. Krausslich avec 
une proportion de cônes de 90% (Welker et al. 2000). Cette différence aurait peut-être comme justification une 
figure 3.15 -  Modèle des trois ressorts. 
Lors d’une forte indentation, la membrane et le core sont comprimés ensemble, ce qui justifie un modèle de 
ressorts en dérivation. 
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plus grande résistance des cores cylindriques lors des différentes étapes de purification et de dépôt sur la surface 
de mica. 
Nous avons proposé un modèle simple s’appuyant sur la minimisation de l’énergie à l’équilibre de 
l’élasticité de la membrane protéique du core, s’assemblant dans un milieu restreint. Il peut expliquer 
l’existence de ces deux formes. En séparant les cores des cylindres, les corrélations entre les paramètres 
morphologiques montrent que la largeur caractéristique et la dispersion des cônes sont plus grandes que celle 
des cylindres ce qui n’est pas le cas lorsqu’on considère comme paramètre la longueur. De plus, l’analyse 
statistique montre que la longueur des cores (proche du grand diamètre obtenu par l’ajustement elliptique et 
donc proche du diamètre de la VLP) est indépendante de la largeur dans le cas des cylindres et proportionnelle 
à la largeur dans le cas des cônes. Ces différentes observations nous mènent à penser que lors de la maturation, 
la distinction cône et cylindre se fait avant que le core atteigne le bord de la membrane lipoprotéique. De plus, 
puisque la dispersion de longueur est la même entre les deux formes, et que cette longueur est proche du 
diamètre de la VLP, le volume accessible n’est pas un paramètre déterminant pour avoir un cylindre ou un 
cône. Si on se rattache à notre modèle, le fait que le volume de liberté du core soit contraint peut justifier les 
deux formes mais le paramètre R, rayon de la VLP, ne permet pas de dire si on obtiendra l’une ou l’autre.  
Nous avons également sondé les propriétés mécaniques des VLPs grâce aux expériences de nano-
indentation que permet l’AFM. L’indentation, définie par la déformation maximale autorisée du levier lors de 
l’enregistrement d’une courbe de force, apparait comme un paramètre important de l’expérience pour 
mesurer la raideur de la VLP : plus elle est importante, plus on a accès à une large gamme de kmes. Nous avons 
ainsi pu mesurer, en passant par des modèles simples du premier ordre, la raideur de la membrane kmem = 
0,035 N/m et la raideur kcore = 0,1 N/m. On peut remarquer que quel que soit l’indentation maximale, la raideur 
de la membrane reste inchangée : ainsi, si on ne considère que le début de la courbe, donc une indentation 
faible, on ne sonde que la membrane et non le core, ce qui est le cas dans le travail de I. Rousso (Kol et al. 2007). 
Dans ce travail, la mesure de la raideur du core au sein de la VLP nous affranchit ainsi de l’étape de purification 
des cores, étape délicate et susceptible de modifier la mesure de kcore soit en sélectionnant les cores les plus 
stables soit par la présence de triton qui pourrait rester associé aux protéines.  
 
Ce paragraphe a permis d’introduire les différents outils d’analyse, morphologique et mécanique, que 
nous allons utiliser par la suite pour comparer différents variants du VIH-1 ou pour caractériser l’effet du 
microenvironnement. 
 
  
 
141 
 
II. Comparaison de différents variants du VIH-1 
 
Dans leurs travaux, les chercheurs en virologie sont amenés à produire différents types de virus, ou 
variants. Grâce à eux, ils peuvent étudier l’effet d’une protéine sur les propriétés biologiques, en rendant son 
efficacité plus importante ou au contraire plus faible (voir en bloquant son expression) que celle de la souche 
sauvage. Ces variants sont obtenus en modifiant le plasmide de transfection lors du protocole décrit dans le 
Chap. 2.II.1. 
Cette partie se concentre sur l’étude des propriétés physiques de certains variants en les comparant 
avec les VLPs et les cores de p8.2 (pour rappel, les plasmides utilisés sont indiqués sur la figure 3.16): 
1. Les VLPs et les cores p8.91. 
2. Les VLPs et les cores Q151N. 
3. Les VLPs pGag. 
  
figure 3.16 - Schémas des plasmides des variants p8.91, Q151N et pGag. 
a) Il diffère du plasmide p8.2 par l’absence du code pour la production des protéines accessoires (inspiré de 
(Zufferey et al. 1997)) 
b) Il diffère du plasmide p8.2 par la modification de la partie codant pour la rétrotranscriptase la rendant 
cinétiquement peu efficace (inspiré de (Skasko & Kim 2008)) 
c) Il diffère du plasmide p8.91 par l’absence du code Pol, permettant la production de certaines protéines 
recombinantes, en particulier la protéase assurant la maturation de la particule par clivage de Gag en trois 
domaines MA/CA/NC. 
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1. Comparaison p8.2 vs p8.91 
 
Les particules p8.91 ne possèdent pas les protéines accéssoires Vif, Vpr, Vpu et Nef qui jouent un rôle 
biologique dans la réplication du virus ainsi que dans les transports du génome et des protéines de structure 
dans la cellule infectée (voir Chap. 1.IV). Pour étudier ce variant, nous comparons les propriétés 
morphologiques des VLPs (figure 3.17) et des cores de p8.2 (figure 3.18) avec ceux de p8.91.  
figure 3.17 - Comparaison des morphologies des VLPs p8.2 +ψ (N = 868) et des VLPs p8.91 + ψ (N = 838). 
a) Images par AFM dans l’air (Tapping Mode avec un levier MPP11100) de VLPs p8.2 (à gauche) et de VLPs p8.91 
(à droite). 
b) Carte de corrélation entre  le grand diamètre et le petit diamètre pour les VLPs p8.2 (à gauche) et les VLPs 
p8.91 (à droite). Les couples (a,b) les plus probables obtenus sont (126 ± 4 nm, 105 ± 4 nm) pour p8.2 et (123 ± 
4 nm, 105 ± 4 nm) pour p8.91. L’asymétrie est respectivement de 0,85 et 0,84. 
c) Densité de probabilité des hauteurs pour les VLPs p8.2 (en bleu) et les VLPs p8.91 (en orange). Les valeurs les 
plus probables sont respectivement de 27 ± 1 nm et de 27,6 ± 1 nm. 
d) Densité de probabilité des diamètres équivalents à mi-hauteur pour les VLPs p8.2 (en bleu) et les VLPs p8.91 
(en orange). 
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figure 3.18 - Comparaison morphologique des cores p8.2 + ψ (N = 188) et p8.91 + ψ (N = 117) 
a) Densité de probabilité des angles des cores p8.2 (en bleu) et des cores p8.91 (en orange). La séparation entre 
les cores cylindriques et les cores coniques se fait autour de 15°. Les dispersions des cônes pour les cores p8.2 et 
p8.91 sont très proches. 
b) Carte de corrélation entre la largeur maximale et l’angle des cores p8.2 (à gauche) et des cores p8.91 (à droite). 
Le décalage de largeur entre les cylindres et les cônes est observé pour les deux variants. 
c) Nuage de points reliant en abscisse la largeur maximale et en ordonnée la longueur des cores p8.2 (à  gauche 
- en bleu) et des cores p8.91 (à droite – en orange). La forme en V est observée pour les deux variants avec les 
deux branches séparant ainsi la population des cores cylindriques (en bleu foncé pour les cores p8.2 et en rouge 
pour les cores p8.91) et la population des cores coniques (en bleu clair pour les cores p8.2 et en orange pour les 
cores p8.91). La séparation des deux populations s’est faite pour une valeur d’angle frontière de 15°. 
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a. Propriétés morphologiques des VLPs 
 
La sélection et l’analyse morphologique sur des VLPs isolés de type p8.2 et p8.91 (figure 3.17.a) déposés 
sur une surface de mica fonctionnalisée par la Poly-L-lysine donne une étude statistique pertinente sur plus de 
800 objets.  
L’ajustement elliptique présente des grands et petits diamètres équivalents autour de (126 ± 3 nm ; 105 
± 3 nm) pour p8.2 et (123 ± 3 nm ; 105 ± 3 nm) pour p8.91 (figure 3.17.b). La différence ne peut être significative 
du fait des incertitudes de mesure. De même, la dispersion, représentée par l’étalement de la tâche sur les cartes 
de corrélation, semble être du même ordre de grandeur pour les deux types de VLPs. 
On peut en tirer la même observation par l’étude des densités de probabilité de la hauteur et du 
diamètre équivalent montrant ainsi que notre approche ne permet pas de distinguer morphologiquement les 
VLPs p8.91 et p8.2 ce qui suggère un rôle non structurant des protéines accessoires. 
 
b. Propriétés morphologiques des cores 
 
L’analyse morphologique des cores (mesure d’angle au sommet et dimensions) montre également un 
comportement similaire pour les deux types de cores, p8.91 et p8.2 (figure 3.18). 
La répartition entre les cores de type cylindre et les cores de type cône sont à peu près les mêmes. Ainsi, 
pour p8.2, sur 188 objets, 42 % sont des cylindres et 58 % des cônes alors que pour p8.91, sur 151 objets, 45 % 
sont des cylindres et 55 % des cônes (figure 3.18.a).  
En ce qui concerne les paramètres géométriques, que cela soit la forme des cores, ils sont proches pour 
les cônes (avec une largeur caractéristique de 70 ± 4 nm pour p8.91 et 80 nm ± 4 nm) et égaux pour les cylindres 
(57 ± 4 nm pour les deux variants) ainsi que la dépendance de la largeur du core avec sa longueur. 
Le variant p8.91 diffère biologiquement par l’absence de protéines accessoires, le rendant moins 
efficace à la production. Par contre, il ne présente pas de différence morphologique avec les caractéristiques 
des cores et des VLPs p8.2 suggérant l’absence d’effet des protéines accessoires sur la formation du core au 
moment de l’étape de maturation.  
 
2. Comparaison p8.2 vs Q151N 
 
Une des hypothèses de recherche que nous avons posée, lors de cette thèse est le rôle de l’étape de 
rétrotranscription dans l’ouverture de la capside et la libération du génome viral dans la cellule infectée. Pour 
cela, nous souhaitons comparer les cores des deux variants p8.2, la particule sauvage, et un de ses variants, 
Q151N. Dans ce mutant, la protéine rétrotranscriptase RT présente une cinétique nettement réduite grâce à 
une mutation du site catalytique de la RT (partie Pol dans le plasmide Q151 N, voir figure 3.16).  
 
Avant de comparer les stabilités de ces particules et leurs comportements lorsque la rétrotranscription 
est initiée, nous avons souhaité quantifier les propriétés physiques des particules virales produites par 
transfection de ce type de plasmide. 
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Pour cela, nous avons d’abord réalisé une étude de la morphologie des cores viraux. Les propriétés 
mécaniques ont également été caractérisées par nano-indentation AFM. 
 
figure 3.19 - Comparaison morphologique des cores p8.2 (N = 93) et des cores Q151N (N = 78) 
a) Image par AFM dans l’air (Tapping Mode avec un levier MPP11100) de cores p8.2 (à gauche) et de cores Q151N 
(à droite) sur une surface de mica fonctionnalisé à la Poly-L-Lysine. 
b) Densité de probabilité de l’angle des cores p8.2 (en bleu) et des cores Q151N (en violet). La séparation des  
populations entre les cores coniques et les cores cylindriques se fait autour de 12°. La proportion des cores 
coniques (angle respectivement supérieur à 12°) représente 60% des cores p8.2 de et 63% des cores Q151N. 
c) Densité de probabilité du diamètre équivalent à mi-hauteur pour les cores p8.2 (en bleu) et des cores Q151N 
(en violet). La valeur du diamètre le plus probable est de 82 ± 6 nm pour les cores p8.2 et 77 ± 6 nm pour les 
cores Q151N. 
d) Carte de corrélation entre la largeur maximale et l’angle pour les cores p8.2 (en haut) et les cores Q151N (en 
bas). Le décalage de largeur entre les cylindres et les cônes est observé pour les cores Q151N et légèrement pour 
les cores p8.2. 
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a. Les propriétés morphologiques des cores p8.2 versus Q151N 
 
Les images obtenues (figure 3.19.a) montrent une surface relativement sale mais où se trouvent 
quelques cores à géométrie cylindrique ou conique, que cela soit pour les cores p8.2 ou les cores Q151N. Le 
programme de sélection automatisé fonctionne malgré le bruit et permet d’isoler un certain nombre de cores 
se trouvant sur la surface de mica fonctionnalisé avec de la poly-L-lysine. Malheureusement, la statistique reste 
assez faible. Les résultats présentés doivent donc être nuancés par le faible nombre d’objets analysés.  
Les deux familles de cores peuvent être séparées l’une de l’autre autour de 12° (figure 3.19.b), avec une 
répartition quasiment équivalente :  
Pour les cores Q151N, sur 78 objets, 37 % sont des cylindres et 63 % des cônes. Pour les cores p8.2, sur 
93 objets, 40 % sont des cylindres et 60 % des cônes. Les densités de probabilité de leurs diamètres équivalents 
à mi-hauteur sont également très proches, que ce soit la valeur la plus probable mais également la dispersion. 
Le décalage de la largeur maximale reste présent bien que le faible nombre d’objets atténue la distinction. 
 
b. Les propriétés mécaniques des cores p8.2 versus Q151N 
 
Bien que les propriétés morphologiques semblent être similaire, au niveau de précision que nous offre 
l’AFM, nous avons envisagé des expériences de nano-indentations pour voir d’éventuelles différences 
mécaniques de ces VLPs.  
La meilleure approche aurait été d’étudier les propriétés mécaniques directement sur les cores. 
Malheureusement, en condition d’imagerie liquide, les cores coniques ou cylindriques sont très peu présents 
sur la surface rendant les expériences d’indentation directement sur les cores difficiles voire impossibles. Nous 
avons donc sondé la réponse mécanique des cores en réalisant l’indentation sur les VLPs.  
 
Pour cela, nous utilisons un levier dNPS, de raideur 0,94 ± 0,05 N/m, sur des VLPs p8.2 et Q151N 
déposées sur des surfaces de mica fonctionnalisées avec de la poly-L-lysine. Nous appliquons le même 
protocole de nano-indentation et d’analyse des courbes de force déjà présenté dans la partie sur les VLPs p8.2 
(Chap. 3.I.3). 
Les résultats sont présentés dans la figure 3.20. Les expériences de faible indentation montrent un 
comportement élastique des VLPs avec une raideur moyenne kmem de 0,025 ± 0,01 N/m pour les VLPs p8.2 et 
Q151N. Les expériences de fortes indentations montrent pour les deux mutants un deuxième régime, lorsque 
la membrane et le core sont déformés. Les raideurs mesurés, sur une large dispersion, présentent une moyenne 
très proche entre Q151N et p8.2 (0,12 ± 0,04 N/m). 
 
Nous avons ainsi montré que la mutation de la rétrotranscriptase n’apportait pas de modification des 
propriétés morphologiques des cores ni des propriétés mécaniques des VLPs mesurés par AFM pour des objets 
conservés à 4°C sans initiation (à priori) de la rétrotranscription, c’est-à-dire à l’équilibre thermodynamique. 
Ce résultat permet ainsi d’exclure tout biais préliminaire dû à des propriétés intrinsèques différentes pour le 
mutant lors des futures expériences d’initiation de la synthèse d’ADN proviral par la rétro-transcriptase.  
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3. Comparaison VLP immature vs VLP p8.91 mature 
 
Lors du bourgeonnement des virus à la surface de la membrane cytoplasmique de la cellule infectée, 
les virus sont encore immatures. L’étape de maturation, où les virus passent à l’état mature (formation du core) 
grâce à l’action de la protéase virale (PT), est une étape nécessaire à l’infection et à la propagation du virus dans 
l’hôte. Dans cette partie, nous nous intéressons aux propriétés physiques de ces particules immatures en les 
comparant avec celles de la particule mature.  
figure 3.20 - Indentation sur les VLPs p8.2 et Q151N 
a) Image par AFM en liquide (solution tampon TNE – PeakForce Mode avec un levier dNPS) de VLPs p8.2 et 
Q151N. 
Histogramme des raideurs calculés suite aux expériences d’indentation avec un levier dNPS de raideur klev = 0,011 
N/m (± 0,03 N/m) sur les VLPs p8.2 (en haut) et sur les VLPs Q151N) pour (b) de faibles indentations et (c) de 
fortes indentations. 
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Pour cela, le protocole de transfection reste le même que celui utilisé pour p8.91 à ceci près que le 
plasmide pGag, n’exprime pas la polyprotéine GagPol qui après scission donne Gag, IN, RT et finalement la 
protéase PT qui permet la maturation de la VLP par clivage de Gag en MA, CA, NC et p6. Les VLPs ainsi créées 
sont bloquées à un état immature, ne contenant que Gag (figure 3.21.a). 
 
Les images par AFM dans l’air de VLPs pGag montrent une morphologie proche des VLPs p8.91 
(figure 3.17) à ceci près que l’on ne discerne pas la présence d’objets de type conique ou cylindrique à 
l’intérieur des VLPs ce qui est le cas pour p8.91 ou p8.2 mais plutôt un trou dans la structure interne. Cet 
caractéristique est à rapprocher des travaux de J. Briggs (Bharat et al. 2012; Schur et al. 2014). Par cryoEM, il 
observe que la polyprotéine Gag ne recouvre pas, à l’intérieur, la totalité de la bicouche lipidique, d’où peut-
être la présence de ce trou observé par AFM.  
La densité de probabilité des diamètres équivalents des VLPs pGag et des VLPs p8.91 (figure 3.22) 
montre une valeur caractéristiques des particules immatures (120 ± 4 nm) nettement supérieure à celle des 
particules matures (96 ± 4 nm). La dispersion est également nettement différente entre les deux types : la 
variance pour p8.91 est de 14 nm tandis que pour pGag elle correspond au double avec 28 nm.  
Cette différence de taille caractéristique pourrait se justifier en s’intéressant aux nombres de poly-
protéines assemblés dans les particules immatures. Environ 2500 protéines Gag recouvrent la face interne de 
la membrane de la particule immature (Briggs & Kräusslich 2011). Lors de l’étape de maturation, la protéase 
scinde principalement en trois parties la polyprotéine. Les protéines MA, issues de cette découpe, plus petites 
que Gag, se réarrangent pour former de nouveau une couche protéique sur la face interne de la bicouche 
lipidique. Du fait de la différence de taille entre MA et Gag, la gêne stérique oblige à la membrane d’une 
figure 3.21 - Imagerie par AFM des VLPs pGag. 
a) (à gauche) Schéma simplifié de la particule pGag produite par une transfection du plasmide pGag (représenté 
à droite). 
b) Image par AFM dans l’air de particules VLPs pGag (en Tapping mode avec un levier MPP11100)  sur une surface 
de mica fonctionnalisée par la poly-L-lysine. Des images zoomées sur les VLPs montre la morphologie irrégulière 
des VLPs pGag et la présence d’une cavité sur certaines particules. 
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particule immature une déformation plus important comparée à celle d’une particule mature pouvant ainsi 
expliquer cette différence de taille.  
La taille du trou dans la couche de polyprotéines Gag, plus ou moins grande, pourrait expliquer la 
polydispersité importante du diamètre des particules immatures. 
 
Une courte étude des propriétés mécaniques de la particule immature a été faite (figure 3.23). Alors 
que la pente de la courbe de force réalisée sur une VLP p8.91 montre la présence de deux paliers, un relatif à la 
raideur de la membrane, l’autre à celle du core à l’intérieur, celle obtenue sur une VLP pGag montre un régime 
non-linéaire difficile à exploiter. Le modèle du premier ordre ne peut être appliqué dans ce cas de figure. Un 
modèle utilisant une loi de puissance en fonction de l’indentation (loi de Hooke) semble le plus adapté. 
L’origine de l’allure de cette courbe pourrait être la présence du trou au niveau de la couche de poly-protéines 
Gag sur la face interne de la membrane lipidique, conduisant à une réponse plus complexe que la simple 
déformation d’une coque élastique. 
 
figure 3.22 - Etude morphologique comparée des VLPs p8.91 (N = 217) et des VLPs pGag (N = 737) 
a) Densité de probabilité des diamètres apparents des VLPs p8.91 (en orange) et des VLPs pGag (en vert). Le 
diamètre caractéristique des VLPs p8.91 est de 96 ± 4 nm tandis que celui des VLPs pGag est de 120 ± 4 nm. La 
déviation standard σ est de 14 nm pour p8.91 et de 28 nm pour pGag. 
b) Carte de corrélation des grands et petits diamètres des VLPs p8.91 (à gauche) et pGag (à droite). Le couple de 
diamètre caractéristique le plus probable est pour p8.91 (105 ± 4 nm ; 87 ± 4 nm) et pour pGag (135 ± 4 nm ; 105 
± 4 nm).  
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4. Discussion 
 
Dans cette partie, nous utilisons les outils mis en place dans le premier paragraphe pour comparer 
différents variants du VIH-1.  
 
Dans un premier temps, nous nous sommes attachés à confronter les particules, VLPs et cores, 
obtenues par la transfection du plasmide p8.2 avec celles obtenues grâce à p8.91. Ce plasmide ne diffère de p8.2 
que par l’absence des parties codant pour les protéines accessoires, nous permettant ainsi de voir les effets de 
ces dernières sur les propriétés physiques des différentes particules obtenues. D’après nos résultats, la similarité 
des distributions pour les paramètres morphologiques des VLPs et des cores suggère que les protéines 
accessoires interviennent sur la formation des virus mais ne jouent pas de rôle morphologique lors du 
bourgeonnement (contrôlant la sortie des VLPs et donc leurs tailles) ni lors de l’assemblage assisté des 
protéines CA autour du complexe génome-protéique lors de la maturation du core (contrôlant la forme et la 
taille des cores). 
La deuxième partie consistait à comparer le mutant Q151N, dont l’activité  rétrotranscriptase est très 
atténuée, avec les particules p8.2. Aucune différence, ni morphologique ni mécanique, n’a été observée. Ce qui 
n’est pas étonnant puisque toutes les protéines de la capside virale (Gag, MA, CA et NC) sont sauvages, que ce 
soit pour p8.2 ou Q151N. Ces résultats nous permettent d’étudier l’ouverture du core viral et l’étape de 
rétrotranscription de rétrotranscription (Chap. 3.IV) sans considérer de biais issus de différences dues à la 
nature même des particules virales au départ. 
La dernière partie s’est intéressée à l’étape de maturation du cycle viral du VIH-1 grâce à la 
comparaison entre les VLPs immatures (obtenues par la transfection du plasmide pGag) avec les VLPs matures 
(issues de la transfection p8.91). Des différences, à la fois morphologiques et mécaniques, sont observées. Les 
travaux réalisés par l’équipe de J. Briggs montrent par cryoEM également une taille plus importante des VLPs 
immatures (Schur et al. 2014). Ceux de I. Rousso (Kol et al. 2007) montrent par contre un comportement 
linéaire des déformations des VLPs immatures avec une raideur moyenne 10 fois plus importante que les 
figure 3.23 - Pente de courbes de force réalisées sur des VLPs p8.91 (en orange) et p8.2 (en vert) pour une très 
forte indentation (20 nN). 
L’expérience a été réalisée dans du TNE, avec un levier dNPS de raideur 0,6 N/m.  
Le régime du levier est atteint. La courbe noire a été réalisée sur une surface dure. 
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particules matures. Une continuité possible de cette étude serait la comparaison mécanique d’autres mutants, 
modifiant les interactions entre les protéines CA. 
 
Dans ce paragraphe, les VLPs p8.2, p8.91 et Q151N étudiés sont matures, c’est-à-dire que les 
polyprotéines Gag ont été clivées pour former les cores, coniques ou cylindriques, autour du génome. 
Terminant la phase tardive, le bourgeonnement et la maturation sont déterminants pour permettre au virus 
d’infecter une nouvelle cellule. Nous nous intéressons également dans le paragraphe qui suit au rôle de l’ARN 
viral sur la morphologie de ces particules matures. 
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III. Comparaison des propriétés physiques : Effet du signal ψ 
 
La dispersion en taille des VLPs du VIH-1, virus enveloppé, est nettement supérieure à certains virus 
non enveloppés, comme AAV. Nous avons focalisé une partie de la recherche sur l’effet de la présence du 
génome pseudo-viral dans cette dispersion. Pour cela, nous avons exploité le rôle du signal ψ dans l’étape de 
bourgeonnement. 
Grace aux images réalisées par AFM et au programme d’analyse, nous avons comparé la morphologie 
de VLPs p8.91 produites en présence du signal ψ, VLPs +ψ et cores +ψ, ou non, VLPs –ψ et cores –ψ (voir 
Chap.2 II. 1.). Pour rappel, les VLPs +ψ contiennent, dans leurs cores, principalement le génome pseudo-viral 
et une faible quantité d’ARN cellulaires tandis que les VLPs –ψ contiennent uniquement des ARN cellulaires 
(Muriaux et al. 2001). Cependant, des travaux menés sur ces types de VLP, ont montré que la quantité d’ARN 
reste conservée, en présence ou en absence de signal ψ (Rulli et al. 2007) pour des particules de même taille.   
L’étude des propriétés morphologiques des cores peut éclairer le rôle physique du signal ψ sur la 
maturation de la particule. S’intéresser aux VLPs donne un renseignement sur l’influence du signal ψ sur les 
propriétés morphologiques à l’issue des deux étapes de sortie des particules, c’est à dire le bourgeonnement 
puis la maturation.  
Je présente dans cette partie, les principaux résultats obtenus dans cette étude. Pour plus de détails, se 
référer à l’article publié dans le journal Plos One en 2014 (Faivre-Moskalenko et al. 2014). A noter que le 
programme Matlab pour la mesure des angles des cores, développé après la publication de cet article, apporte 
de nouvelles informations sur la comparaison des cores +ψ et –ψ.  
 
1. Aspect expérimental 
 
Initialement, les VLPs et les cores ont été produites par des cellules 293T co-transfectées par les 
plasmides p8.91 et pψ. Cependant, la stabilité des cores n’était pas suffisante pour résister en nombre à l’étape 
de purification et pouvoir réaliser des expériences par AFM. Nous avons préféré utiliser des cellules 293T dites 
stables, produisant sans transfection le génome pseudo-viral. L’utilisation du plasmide pψ dans ce cas-là n’est 
donc pas nécessaire ce qui simplifie le processus de transfection d’un plasmide au lieu de deux. Ceci ne conduit 
pas à des différences notables de quantité des VLPs produites et purifiés ni à des modifications de leurs 
propriétés morphologiques. Par contre, la quantité de cores est nettement supérieure lorsque l’on utilise une 
simple transfection dans des cellules stables. 
 
Ce travail repose sur l’observation par l’AFM de surfaces de mica, fonctionnalisées par la poly-L-
Lysine, où les particules, VLPs ou cores, +ψ ou –ψ, ont été préalablement déposées. L’imagerie a été 
principalement réalisée dans l’air en Tapping Mode avec un levier de type MPP11100 mais les VLPs ont 
également été observées en liquide, en Peak Force Mode avec un levier de type Scan Assyst Fluid +.  
Dans l’air, la présence de nombreuses VLPs p8.91 ±ψ (figure 3.24) sur la surface permet de réaliser 
une étude statistique de la morphologie des objets. Il en est de même avec les cores p8.91 ±ψ.  
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figure 3.24 - Images par AFM dans l’air de dépôts sur mica fonctionnalisé poly-L-lysine 
Images par AFM (Tapping Mode avec une pointe MPP11100) de a) VLPs p8.91 +ψ (en haut) et – ψ (en bas) et de 
b) cores p8.91 +ψ (en haut) et – ψ (en bas).  
Pour chacun des cas, des zooms sur les particules ont été réalisés (à droite). 
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2. Propriétés morphologiques  
 
a. Propriétés morphologiques des VLPs 
 
Les propriétés des VLPs doivent être liées à l’étape de bourgeonnement, lorsque les protéines Gag, liées 
à l’ARN viral via sa partie NC, se réunissent au niveau de la membrane cytoplasmique par interaction de MA 
avec les lipides pour permettre la formation et le bourgeonnement d’une particule immature. En l’absence de 
ce génome, la formation se fait quand même en utilisant des ARN cellulaires.  
Les cartes de corrélation (figure 3.25) indiquent que dans les deux cas, les VLPs présentent une faible 
asymétrie. Les VLPs +ψ ont des diamètres caractéristiques de (105 ± 3 nm ; 87 ± 3 nm) avec un étalement selon 
la première bissectrice d’environ 65 nm. Les VLPs –ψ ont comme diamètres caractéristiques (110 nm ± 3 nm 
, 92 ± 3 nm) avec un étalement selon la première bissectrice de 100 nm.  
Les VLPs +ψ sont donc généralement plus petites et présente une dispersion beaucoup plus faible 
devant les VLPs –ψ.  
 
 
Ces conclusions se retrouvent résumées dans la figure 3.26 où les boites à moustache relatives aux 
diamètres équivalents des VLPs (à gauche) présentent la même tendance avec une dispersion représentée cette 
fois-ci par les quartiles q1 et q3 et une valeur médiane plus grande pour +ψ que –ψ. 
 
figure 3.25 - Carte de corrélation entre le grand et le petit diamètre des VLP p8.91 
Pour les VLP p8.91 +ψ, la valeur la plus probable se trouve pour le couple (105 nm ± 3 nm ; 87 ± 3 nm). Pour les 
VLP p8.91 –ψ, la valeur la plus probable se trouve pour le couple (110 nm ± 3 nm , 92 ± 3 nm). 
L’extension de la dispersion est beaucoup plus grande selon la première bissectrice pour la distribution des VLPs 
p8.91 –ψ par rapport aux VLPs p8.91 +ψ. 
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Les VLPs, sur une surface de mica fonctionnalisé avec la poly-L-lysine, ont également été observées en 
milieu liquide (figure 3.27), avec une pointe ScanAssyst Fluid +, dans une solution tampon de type TNE,  pour 
confirmer cette observation Malgré une statistique très faible, la tendance est la même, avec une valeur 
caractéristique du diamètre équivalent à mi-hauteur inférieur pour +ψ et une dispersion moins importante 
que pour –ψ (figure 3.26). 
  
  
figure 3.26 – Boites à moustache du diamètre équivalent à mi-hauteur entre les différentes particules en milieu 
liquide TNE (à gauche) et dans l’air (à droite). 
(à gauche) Dans l’air. Pour les VLP –ψ (N = 211) (à gauche). La valeur la plus probable est de 106 nm avec une 
dispersion caractéristique allant de 96 nm à 117 nm. Pour les VLP +ψ (N = 248) (à droite). La valeur la plus 
probable est de 99 nm avec une dispersion caractéristique allant de 91 nm à 107 nm. 
(à droite) En liquide. Pour les VLP –ψ (N = 42), la valeur la plus probable est de 136 nm avec une dispersion 
caractéristique allant de 117 nm à 161 nm. Pour les VLP +ψ (N = 29). La valeur la plus probable est de 104 nm 
avec une dispersion caractéristique allant de 89 nm à 122 nm. 
figure 3.27 - Images par AFM en liquide (TNE) des VLP p8.91 
Images de VLPs p8.91 +ψ et – ψ dans la solution tampon TNE sur une surface de mica fonctionnalisé par la Poly-
L-Lysine (Peak Force Mode avec une pointe ScanAssyst Fluid). 
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b. Propriétés morphologiques des cores 
 
Les cores ont également été étudiés pour savoir si la présence du génome pseudo-viral pouvait avoir 
une influence sur leur morphologie et donc si la présence d’un ARN pseudo viral encapsidable par Gag, c’est-
à-dire contenant un signal ψ pouvait jouer un rôle dans l’étape d’assemblage ou de maturation lors de la 
formation des VLPs.  
Même si l’écart est moins marqué, les diamètres équivalents des cores présentent la même tendance 
que ceux des VLPs (figure 3.28). Les cores +ψ ont un diamètre caractéristique et une dispersion légèrement 
inférieurs à ceux des cores –ψ.  
Si nous nous intéressons à l’angle, cette différence entre les cores +ψ et –ψ est beaucoup plus marquée 
(figure 3.29). L’imagerie des cores –ψ n’étant pas optimale, le seuil hseuil a été rehaussé pour enlever au 
maximum le bruit. Ce réglage a été conservé sur les cores +ψ pour ne pas apporter de biais dans l’analyse. 
Ainsi, la répartition angulaire des deux formes, cylindre et cône, est plus large pour les cores –ψ que les cores 
+ψ. Cette dispersion est à relier avec celle de la largeur. La proportion de cônes (angles supérieurs à 15°) est de 
40% pour les cores +ψ et de 46% pour les cores –ψ. On peut noter que dans cette purification, les cônes sont 
minoritaires par rapport aux cylindres. Cependant, la différence des répartitions est trop faible pour conclure 
un effet du signal sur la répartition. Les différences morphologiques entre les cores +ψ et –ψ peuvent se voir 
si l’on s’intéresse aux largeurs : alors que dans le cas des cores +ψ, la largeur des cylindres est statistiquement 
inférieure à celle des cônes, comme pour les cores p8.2, ce comportement n’est pas retrouvé en ce qui concerne 
les cores –ψ où leurs largeurs sont proportionnellement reliées à leurs longueurs. En l’absence de génome 
pseudo-viral, complexé avec les protéines NC, la croissance des cylindres se fait dans toutes les directions. En  
figure 3.28 - Boites à moustache du diamètre équivalent à mi-hauteur entre les différentes particules. 
Pour (à gauche) les VLPs –/+ψ (N = 211/248). Même données que la figure 3.26.  
Pour (à droite) les cores –ψ (N = 264), la valeur la plus probable est de 62 nm avec une dispersion caractéristique 
allant de 56,5 nm à 68 nm, et pour les cores –ψ (N = 255), la valeur la plus probable est de 56 nm avec une 
dispersion caractéristique allant de 50 nm à 62 nm. 
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figure 3.29 - Etude des angles des cores p8.91 
a) Densité de probabilité des angles des cores p8.91 +ψ (en orange - N = 117) et –ψ (en rouge - N = 184). La 
dispersion autour des deux angles caractéristiques des cores (respectivement 3° pour +ψ et 8° pour –ψ – relatif 
aux cylindres – et  25°  – relatif aux cônes) est plus importante pour les cores –ψ.  
b) Carte de corrélation entre la largeur maximale et l’angle des cores p8.91 +ψ  (en haut - N = 117) et –ψ (en bas 
- N = 184).  
c) Nuage de points représentant la longueur et la largeur maximale pour les deux populations coniques (angle > 
15°) et cylindriques (angle < 15°) pour les cores p8.91 +ψ (en haut – N = 117 / 42 % de cônes) et –ψ (en bas – N 
= 184 / 46 % de cônes) 
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présence du complexe ARN-NC, la croissance du cylindre est contrainte : la largeur du core semble être fixée 
à une valeur indépendante de sa longueur.  
 
La corrélation entre les longueurs et les largeurs maximales semblent également être différentes en 
présence ou en absence de l’ARN viral. Ainsi, dans le cas des cylindres, il y a une corrélation forte entre largeur 
et longueur dans le cas des cores –ψ avec une pente de l’ajustement linéaire non nulle, chose différente dans 
le cas des cores +ψ. On pourrait penser que cela vient également de l’imagerie : or la convolution va agrandir 
les dimensions de la même manière, que cela soit la largeur maximale ou la longueur, laissant intacte la 
tendance décrite. La relation entre ces grandeurs semble, par contre, suivre la même tendance, pour les cores 
coniques que l’ARN viral soit présent ou non. 
L’ensemble des données morphologiques obtenues sur les cores et les VLPs suggèrent donc un rôle 
structurant de l’ARN viral ψ. 
 
3. Modèle entropique 
 
Un modèle entropique, développé par Martin Castelnovo dans l’équipe, permet de reproduire les 
observations faites par AFM sur les VLPs +ψ et –ψ. Plusieurs étapes sont nécessaires, je n’en expose que les 
grandes lignes. Pour plus d’informations, voir (Faivre-Moskalenko et al. 2014; Castelnovo et al. 2013). 
 
La première étape est de décrire la formation de particules sans présence d’ARN à partir de briques 
élémentaires. Pour cela, on envisage un équilibre entre des briques isolées et structures formées de p briques.  
Pour établir quelle particule est la plus stable, deux équations maitresses sont utilisées : 
- La loi de conservation des masses : Cette équation permet de relier entre-elles les concentrations des 
différentes structures présentes. 
6 = 7 +897:
:;
 (3.8) 
où 7:  est la concentration de structures à p protéines et 6  la concentration volumique initiale en 
briques élémentaires. 
- La loi d’action des masses : Cette équation permet de décrire l’enthalpie libre du système à l’équilibre. 
<
*= = 7>?7 + @ +87:A>?A7:B + @:B:;
 (3.9) 
où Fp est l’énergie libre du sous-système de structures à p protéines en équilibre avec le reste des 
structures. 
 
La figure 3.30 montre l’évolution de l’état d’équilibre dans le cas d’une répartition bimodale imposée 
(9	 = 	21  et 9	 = 	42 ) en fonction de la concentration volumique initiale en protéines 6 . Les petites 
structures sont préférentiellement formées.  
Sans une autre composante énergétique favorisant une structure plutôt qu’une autre, l’entropie 
privilégie l’obtention de plus de petites particules devant les grandes à concentration en briques élémentaires 
constante. 
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La deuxième étape est de rajouter la présence de brins d’ARN cellulaire, de petite taille dans le système. 
Il a été démontré que le nombre de protéines mis en jeu dans une structure était quasiment égale au nombre 
d’acides nucléiques encapsidés (Zandi & van der Schoot 2009). Dans le problème bimodal, les lois déjà citées, 
appliquées d’une part aux briques élémentaires et d’autre part aux brins d’ARN, sont croisées. L’entropie va 
de nouveau privilégier la formation de petites structures (figure 3.31). 
 
La troisième et dernière étape est la compétition des brins d’ARN cellulaire avec les brins d’ARN 
viraux, une dizaine de fois plus longs. La longueur totale d’ARN encapsidée reste proportionnelle au nombre 
figure 3.31 - Concentration des petites particules (en bleu) et des grandes (en vert) contenant de l’ARN cellulaire 
en fonction de la concentration initiale en protéine. 
La concentration des petites particules est, à l’équilibre et dans le cas d’une concentration en briques 
élémentaires fixées, supérieure à celle des grandes particules. 
figure 3.30 - Evolution de la concentration des différentes structures accessibles en fonction de la concentration 
initiale en protéine EF. Répartition bimodale imposée. 
A l’équilibre, la concentration en petite structure (p = 21) semble être plus importante que celle en grande 
structure (p = 42). 
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de protéines présentes au sein de la structure. En plus des fractions en structure, une nouvelle variable doit être 
prise en compte : la fraction d’ARN cellulaire (puisqu’il y a maintenant deux types d’ARN). La détermination 
de l’état d’équilibre oblige une minimisation de l’énergie libre par ces deux variables.  
Dans un premier temps, on peut rester sur une seule taille de particule accessible et ne s’intéresser qu’à 
son génome : contient-elle, en plus de l’ARN cellulaire, de l’ARN viral ? 
La figure 3.32.a décrit l’évolution de la fraction volumique des particules de même taille avec et sans 
ARN viral en fonction de la fraction volumique initiale d’ARN viral pour une fraction d’ARN cellulaire 
donnée. Le croisement des courbes indique la transition de prédominance entre les deux populations. En 
changeant la fraction d’ARN cellulaire, on peut construire un diagramme de prédominance des particules 
possédant ou non l’ARN viral pour des diamètres identiques (figure 3.32.b). La frontière entre les deux 
domaines se trouve en dessous de la première bissectrice, une augmentation de la concentration en ARN viral 
mène à une population de particules possédant majoritairement un ARN viral. Beaucoup plus de particules 
figure 3.32 – Présence du génome viral 
a) Evolution de la fraction volumique des particules de même taille avec (en bleu) et sans ARN (en vert) viral en 
fonction de la fraction volumique initiale d’ARN viral  pour une fraction d’ARN cellulaire donnée. Le croisement 
des courbes indique la transition de prédominance entre les deux formes. 
b) Diagrammes de prédominance entre particules de même taille possédant ou non de l’ARN viral en fonction 
de la fraction d’ARN cellulaire et de la fraction d’ARN viral. En continu, la frontière entre les deux situations de 
prédominance des particules avec ARN viral (au dessus de la courbe) ou uniquement cellulaire (en dessous de la 
courbe). En pointillé, première bissectrice. Les particules ayant de l’ARN viral sont privilégiées. 
c) Diagrammes de prédominance entre les particules de petit taille (p = 21) possédant de l’ARN viral et les 
particules de grande taille (p = 42) sans ARN viral en fonction de la fraction d’ARN cellulaire et de la fraction 
d’ARN viral. On voit un décalage de la frontière vers les faibles fractions d’ARN viral. 
d) Fraction volumique des particules en fonction de leurs tailles p  en présence (fraction de 0,9 – courbe bleue) 
et en l’absence (fraction de 0,05 – courbe cyan) d’ARN viral. 
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ayant un ARN viral peuvent être formées (le nombre de nucléotides, cellulaires et viraux est le même pour les 
particules créées), à concentration de brins d’ARN cellulaire donnée. Maintenant, en considérant deux tailles 
de particules, les petites (p = 21) possédant de l’ARN viral et les grandes (p = 42) ne possédant pas d’ARN viral, 
la frontière de prédominance est déplacée vers le bas augmentant la surface de prédominance des petites 
particules (figure 3.32.c).  
 
Finalement, en présence d’ARN, les petites particules sont prédominantes devant les grandes 
particules. Si on considère les deux types d’ARN, la présence d’ARN viral favorise la prédominance des petites 
particules. 
Nous n’avons précédemment considéré qu’un problème bimodal pour la variation des tailles des 
particules, c’est-à-dire avec deux familles de particules accessibles, les « petites » (p = 21) et les « grandes » (p 
= 42). En libérant la contrainte de taille (figure 3.32.d), la présence d’ARN viral favoriserait les particules de 
petites tailles, comme on peut le voir sur les distributions de taille de particules obtenues pour différentes 
concentrations en ARN viral. 
Le modèle proposé montre qu’une approche entropique du problème privilégie la formation de petites 
particules avec ARN viral et en nombre plus important, pour une concentration de nucléotides donnée, ce qui 
correspond aux résultats obtenus par AFM sur le diamètre caractéristique des VLPs contenant (+ψ) ou pas (–
ψ)  de l’ARN viral (figure 3.26).  
 
4. Discussion 
 
Tout au long de cette partie, nous avons porté notre attention sur le rôle du signal ψ et son effet sur la 
morphologie des particules. Que cela soit pour les VLPs et les cores, la présence de l’ARN viral apparait comme 
un acteur dans le contrôle de la morphologie des particules, qui avait déjà été suggéré par les travaux de 
biochimie sur le rétrovirus MLV (Murine Leukemia Virus) réalisés par l’équipe d’A. Rein (Muriaux et al. 2001). 
Les travaux de biophysique que nous avons réalisés aident à mieux comprendre ce contrôle. 
 
Les VLPs produites étant matures, les résultats sur ces objets aident à comprendre le contrôle du signal 
ψ sur la polydispersité et la taille des particules à l’issue des deux étapes, bourgeonnement et maturation.  En 
exploitant la grande résolution de l’imagerie par AFM et en utilisant les programmes d’analyse 
morphologique, nous avons pu montrer que la présence du génome pseudo-viral dans la VLP lors de sa 
formation réduisait ses dimensions et les fluctuations associées, c’est-à-dire la polydispersité. Notre modèle 
s’appuyant sur l’entropie du système permet d’ailleurs d’expliquer cette observation expérimentale. Les 
particules, en présence de brins d’ARN formerait des particules plus petites et moins polydisperses que celles 
en présence de petits ARNs cellulaires. 
L’étude s’est ensuite poursuivie par l’effet du signal ψ sur la morphologie, forme et dimension, des 
cores, à l’issu de l’étape de maturation. La mise en place de nouveaux moyens d’analyse de la morphologie des 
cores, comme celui de la mesure des angles, nous donne de nouvelles informations sur les cores et leurs 
formations lors de l’étape de maturation. En effet, nous avons vu que l’absence de génome –ψ modifie la 
relation entre largeur et longueur des cores de forme cylindrique mais pas des cônes. Donc l’interaction entre 
le complexe ARN-NC jouerait un rôle important sur la morphologie des cylindres (et donc lors de leurs 
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formations) mais peu déterminant (ou du moins pas accessible avec nos expériences et nos analyses) pour les 
cores coniques, leurs largeurs étant fixés par leurs longueurs (plus un cône est long, plus sa largeur l’est). Par 
contre, la répartition des formes quasiment identique entre les cores +ψ et –ψ laisse imaginer que le génome 
n’a pas de rôle prépondérant sur la forme privilégiée par le core lors de son assemblage. Cette interprétation 
peut apparaitre contradictoire avec les travaux publiés récemment par l’équipe de G. J. Jensen (Woodward et 
al. 2015) qui proposent comme hypothèse que la formation des cylindres est favorisée par la présence du 
génome pseudo-viral non pas à l’intérieur du core, mais ailleurs dans la VLP. Ce n’est pas ce que nous 
observons quantitativement. Cependant, l’AFM ne permet pas de savoir s’il y a dans les cylindres de l’ARN 
pseudo-viral ou non. 
 
Les expériences et interprétations proposées dans ce paragraphe ont pour finalité de mieux 
comprendre des étapes de la phase tardive, le bourgeonnement, quand le virus sort de la cellule infectée, et la 
maturation, rendant le virus capable d’infecter une nouvelle cellule. Dans le paragraphe suivant, nous nous 
intéressons à la phase précoce et plus précisément au lien entre l’étape de libération du génome dans la cellule 
et la rétrotranscription. 
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IV. Initiation de la retrotranscription  
 
La rétrotranscription est une étape nécessaire à l’intégration du génome viral dans le génome de la 
cellule hôte. La rétrotranscriptase produit, à partir deux brins d’ARN monocaténaire de polarité positive et en 
passant par une structure ARN/ADN, un ADN proviral double brin qui va s’intégrer dans le génome de la 
cellule hôte (voir Chap. 1.III.3). L’ADN double brin présente une longueur de persistance beaucoup plus 
grande que l’ARN (Smith et al. 1996). Le volume de giration de l’ADN est 200 fois plus important que celui de 
la capside alors qu’il n’est que d’environ 3 fois pour celui de l’ARN. De plus, si la capside n’est pas détruite lors 
de la rétrotranscription, le volume occupé par l’ADN double brin est d’environ 30 % du core ce qui est très 
important devant celui occupé par l’ARN sans prendre en compte les protéines NC (voir Chap. 1.III.3). On 
s’attend donc, si la rétrotranscription a lieu à l’intérieur du core, à ce que la pression interne augmente lors de 
cette étape jusqu’à déstabiliser la structure du core pour l’ouvrir.  
Pour étudier cette étape, nous avons proposé un protocole d’activation de la rétrotranscriptase par une 
élévation de la température à 37°C, sur deux types de VLPs et cores, la souche sauvage (p8.2) et un de ses 
mutants (Q151N) (voir Chap. 2.II.4 et Chap. 3.II.3). Pour rappel, la cinétique de rétrotranscription est 
nettement inférieure pour les mutants Q151N face à celle de la souche sauvage. Puis, nous avons observé par 
AFM, les particules, déstabilisées ou non, déposées sur une surface de mica fonctionnalisée avec la poly-L-
lysine.  
 
1. Imagerie AFM 
 
Nous avons réalisé trois temps de chauffage : 15 minutes, 30 minutes et 2 heures en l’absence de 
nucléotides dNTPs ajoutées3. Quelques images obtenues sont représentées dans la figure 3.33.  
Le nombre de cores sur la surface, formes cylindriques et coniques confondues indiquées par des 
cercles orange sur la figure, semble diminuer en fonction du temps d’incubation. Cette évolution peut 
s’expliquer par la déstabilisation des cores induite par la rétrotranscription. D’ailleurs, après certaines étapes 
de chauffages, on peut observer des formes particulières de faibles hauteurs associées aux cores sur la surface 
de mica (figure 3.34). Nous pouvons les classer en trois grandes familles : 
- Les chaines : Ces structures sont observées principalement sur les dépôts réalisés avec Q151N pendant 
15 minutes. On peut voir une pelote de petites boules à la suite l’une de l’autre et dont la hauteur est 
supérieure à 5 nm (figure 3.34.a).  
- Les soleils : Ces structures particulières avec une partie centrale plus ou moins haute et des filaments, 
ne dépassant pas 1 nm de hauteur, sont présents dès 15 minutes de chauffage, pour les cores p8.2 et 
Q151N (figure 3.34.b).  
- Les filaments seuls : On peut observer dans des zones isolées, des filaments seuls, sans présence de cores 
à proximité (figure 3.34.c). La hauteur du filament de droite est de 1,5 nm. 
                                                             
 
3 Des dNTPs cellulaires sont présents dans l’échantillon obtenu après purification. Cette dernière étape du protocole n’est pas assez 
sélective pour les enlever. 
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Les différentes structures ont été observées dans différentes situations.  
Pour avoir un contrôle permettant de connaitre l’apparence d’ADN double brin et d’ARN simple brin, 
nous avons réalisé les dépôts des filaments purifiées et avons réalisé leurs images par AFM (figure 3.34.d). La 
hauteur associée à l’ADN double brin est de 0,7 nm pour un diamètre apparent autour de 15 nm tandis que  
figure 3.33 - Images par AFM de dépôt de cores p8.2 (à gauche) et Q151N (à droite) pour différents temps de 
déstabilisation. 
La première ligne sont les dépôt sans déstabilisation. Les suivantes sont obtenues après dépôt d’échantillons 
chauffés à 37°C pendant, dans l’ordre, 15 minutes, 30 minutes et 2 heures. 
Les images sont obtenues par AFM (PeakForce Mode, avec un levier ScanAssyst HR). 
Deux echélles de hauteur sont choisies pour visualiser soit les cores intacts (de -15 nm à 15 nm) soit les éventuels 
filaments d’acides nucléiques échapés des cores et proches de la surface (de -2,5 nm à 2,5 nm). 
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pour l’ARN simple brin, la hauteur est autour de 0,5 nm pour un diamètre apparent de 10 nm. Les brins d’ADN 
présentent une rigidité apparente supérieure à celle des brins d’ARN. La longueur de persistance pour l’ADN 
(un peu moins d’une centaine de nanomètre à 2 dimensions) est en effet dix à vingt fois supérieure que pour 
l’ARN simple brin (Smith et al. 1996). 
 
Les structures en chaine (figure 3.34.a) ont été observées sur les échantillons chauffés du mutant 
Q151N. La hauteur étant supérieure à l’ADN et à l’ARN nus, nous pensons qu’il s’agit de brins d’ARN 
complexés avec les protéines NC et les débris du core associé. La cinétique de la rétrotranscription étant 
fortement ralentie, on peut supposer la présence d’ARN dans la plupart des cores, les particules fragilisées par 
le chauffage libèrent le génome pseudo-viral complexé qui va se déposer sur la surface. 
Les structures en soleil sont observées pour les cores p8.2 et les cores Q151N chauffés (figure 3.34.b). 
Nous pensons que les filaments sont des brins d’ADN (ou d’ARN/ADN) qui semblent nus, non complexés 
avec la NC, et sortent des cores détruits par la pression interne. La différence de longueur de persistance 
observée pourrait se justifier par la nature double brin de l’ADN (figure 3.34.b à gauche) ou simple brin de 
l’ARN non couvert de NC (figure 3.34.b à droite). Dès 15 minutes de chauffage, il serait donc possible 
d’observer les produits de la rétrotranscription. Ceci pourrait apparaitre contradictoire avec le fait qu’in vivo, 
on observe que le temps moyen de la rétrotranscription est environ 45 minutes après l’entrée du core dans la 
cellule infectée. Mais on peut imaginer que nos expériences in vitro se font sur des cores qui se trouvent dans 
un tampon physiologique en l’absence de toute machinerie cellulaire pouvant ralentir cette étape.  
Finalement, les filaments seuls sont rarement observés et uniquement lorsque le chauffage dure 
longtemps, c’est-à-dire 120 minutes dans notre expérience. Deux types ont été observés. Le premier d’une 
hauteur inférieure au nanomètre, composé d’un squelette avec des filaments peu courbés de part et d’autre. 
Cette forme particulière pourrait être de l’ARN (le squelette) en train d’être rétrotranscrit en ADN (filaments 
latéraux). Le second filament par contre, se rapprocherait plus de l’ARN par sa plus grande flexibilité, peut-
être complexé aux protéines NC. Ces filaments pourraient être issus de la déstabilisation des cores, avec 
rétrotranscription et sans rétrotranscription. 
 
2. Analyse morphologique des cores non déstabilisés 
 
Sur la figure 3.33, on observe des cores « intacts ». Des images zoomées sur ces particules ont été 
répertoriées dans la figure 3.35. Leurs morphologies sont alors analysées : nous nous sommes intéressés à 
l’évolution des populations des deux familles de cores, les cônes et les cylindres. Pour cela, nous utilisons le 
figure 3.34 - Zoologie des formes particulières après chauffage des cores p8.2 (à gauche) et Q151N (à droite) à 37°C 
pendant différents temps. 
a) Chaines. Les images sont présentées selon deux échelles : entre -15 et 15 nm  (à gauche) mettant en évidence 
la présence de « boules » et entre -2,5 et 2,5 nm (à droite) mettant en évidence un tapis filamendreux. 
b) Soleils. Particules entourées de filaments. Deux familles de soleil sont observées : des filaments présentant 
une grande longueur de persistance (à gauche) et des filaments avec une petite longueur de persistance (à 
droite). 
c) Filaments seuls. Des filaments sous différentes formes (grandes longueurs de persistance (à gauche) et petites 
(à droite)) 
d) Exemple de dépôts d’ADN (350 paires de bases) et d’ARN (1500 bases) sur mica + poly-L-lysine. 
La barre blanche représente 100 nm ce qui correspond  à la longueur de persistance de l’ADN double brin à 2D. 
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script permettant de mesurer l’angle au sommet du core, la séparation entre les deux familles se fait à 12°, en 
référence à la densité de probabilité des angles à température ambiante (figure 3.19). On résume les résultats 
dans l’histogramme de la figure 3.36.  
 
 
Cette répartition ne semble pas évoluer en fonction de la durée du chauffage, autour de 60% de cores 
coniques pour p8.2 et 65% pour Q151N.  
Initialement, nous pensions pouvoir voir une différence d’évolution, avec une prédominance des 
structures de types cylindriques au fur et à mesure du chauffage que nous attendons plus stables. En effet, si on 
s’appuie sur les travaux récents de l’équipe de G.J. Jensen, le génome se trouverait majoritairement à l’extérieur 
du core cylindrique (Woodward et al. 2015) et donc ne perturberait la structure de ce dernier lors de la 
figure 3.35 - Zooms sur des cores ayant été chauffés à 37°C pendant différents temps mais qui semblent intacts. 
Quelque soit la durée du chauffage, certaines particules restent plus ou moins intactes. 
La barre blanche représente 100 nm. 
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rétrotranscription. Lors du chauffage, les structures cylindriques deviendraient donc prédominantes face aux 
structures coniques avec un retard du phénomène pour les cores Q151N devant les cores p8.2 or nous 
n’observons pas cette tendance.  
Des expériences de déstabilisation ont été réalisées en amenant la concentration en acides nucléiques 
(dNTPs) initialement faible à 25 µM et également la concentration en magnésium de 0mM à 5mM, nécessaire 
à la réalisation de la rétrotranscription. Le résultat est le même que précédemment, avec l’observation de 
particules déstabilisées et des structures exposées dans les figures 3.34 et 3.35. Ce résultat suggère que la 
concentration en dNTPs n’est pas limitante pour l’initiation de la rétrotranscription dans nos conditions 
expérimentales.  
  
Il faut cependant critiquer notre expérience pour plusieurs raisons. Premièrement, la statistique reste 
extrêmement limitée par le faible nombre de cores intacts présents sur la surface. Deuxièmement, il faut 
considérer la déstabilisation apportée par la rétrotranscription mais aussi la déstabilisation apportée par 
l’agitation thermique qui perturbe la structure protéique même. Pour caractériser la contribution du chauffage 
sur le core seul, il faut bloquer l’action de la rétrotranscriptase. C’est pourquoi, nous avons réalisé la même 
expérience sur les cores p8.2 en produisant les particules et en les chauffant en présence de drogues inhibant 
totalement la protéine RT, un mélange de névirapine et d’AZT. Cependant peu de particules ont été produites 
comme le présente la figure 3.37.  
Ces expériences ne sont que préliminaires. Une statistique supérieure pourrait conforter ces 
observations. De plus une analyse plus poussées, par une approche biochimique par exemple permettrait de 
comprendre la zoologie des objets observés sur la surface des dépôts de cores chauffés et la nature précise des 
filaments observés sur les différentes structures (soleils, filaments isolés, chaines, …). 
figure 3.36 - Evolution de la répartition cores coniques / cores cylindriques pour p8.2 et Q151N en fonction du 
temps de chauffage. 
(en haut) Le tableau représente le nombre de particules sélectionnées via le script d’analyse pour les différentes 
expériences réalisées. 
La séparation entre cône et cylindre se fait pour un angle de 12°. Les barres d’erreur correspondent à  une 
séparation à 10° et 14°. 
La répartition n’est pas grandement modifiée en fonction de la durée de chauffage. 
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D’autres expériences par AFM pourraient également être réalisées. Une étude mécanique serait 
intéressante. En effet, l’hypothèse de l’augmentation de la pression interne du core s’accompagnerait, avant la 
décapsidation, d’une augmentation de la constante de raideur du core (soit par l’étude directe des cores à 
condition d’arriver à obtenir des cores non effondrés, soit par la méthode indirecte de mesure de la raideur du 
core (à l’intérieur de la VLP - Chap. 3.I.3). A 4°C, les raideurs de cores p8.2 et de Q151N sont semblables. 
Cependant, après chauffage, on s’attendrait à ce que la constante de raideur des cores Q151N évolue peu à 
cause de la faible cinétique de la rétrotranscription, ce qui ne serait pas le cas pour p8.2. Ainsi, on observerait 
une évolution différente de la constante de raideur des cores en fonction du temps de chauffage. 
 
  
figure 3.37 - Evolution des dépôts de cores p8.2 produits et chauffés en présence de drogues bloquant la 
rétrotranscription. 
Sauf à 4°C, où l’on peut observer un core cylindrique au centre de l’image, aucun core intact n’est observé à 37°C.
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Conclusion 
 
Les différentes expériences menées se sont réparties sur mes trois années de thèse. Plus d’une 
cinquantaine de purifications ont été réalisée. La plus grande difficulté a été d’obtenir des objets en nombre 
suffisant, de bonnes qualités avec peu de débris. Plus la purification est efficace lors de la centrifugation (voir 
protocole Chap. 2.II.1), plus le nombre de débris est faible mais moins le nombre d’objets est important. Il est 
d’ailleurs important de noter que cette étape de purification sélectionne les cores les plus solides, puisqu’ils 
passent à travers un coussin contenant un détergent (ce qui n’est pas le cas pour les VLPs). Devant ces 
difficultés, nous avons dû adapter certains programmes d’analyse d’image voire en créer, pour extraire des 
données obtenues par AFM pouvant éclairer le lien entre propriétés physiques du virus VIH-1 et son cycle 
viral complexe.  
 
Nous avons essayé à travers ces travaux de recherche d’appliquer des méthodes physiques, grâce à 
l’AFM, pour comprendre différentes étapes du cycle viral.  
Utilisant différents variants, nous avons ainsi étudié les propriétés physiques des cores ou des 
particules virales. La comparaison entre les VLPs et les cores s’appuie sur le virus mature et la caractérisation 
morphologique du core réalisée pour la première fois par AFM et en mettant en évidence la présence de cores 
cylindriques et de cores coniques. Cette partie a permis de relier des propriétés morphologiques et mécaniques 
avec des observations biologiques sur l’étape de maturation du VIH-1.  
Une partie du travail à consister à comparer différents variants pour étudier la phase tardive du cycle 
viral, l’assemblage, le bourgeonnement et la maturation. 
La comparaison entre les VLPs des variants p8.2 et p8.91 s’intéresse à l’effet des protéines accessoires 
du VIH-1 sur la morphologie des particules matures. D’après nos analyses, ces protéines ne semblent pas 
apporter de différence morphologique sur les VLPs matures ni sur les cores.  
Des analyses comparées de la morphologie des VLPs et des cores p8.91 produits avec la co-transfection 
ou non du plasmide pψ contenant le signal viral d’encapsidation combiné à un modèle entropique 
d’assemblage viral ont clarifié en partie le rôle du génome sur la taille et la polydispersité des particules. 
La comparaison des VLPs pGag et des VLPs p8.91 illustre les différences morphologiques et 
mécaniques entre les particules matures et immatures. La présence de la couche interne de Gag, avec le défaut 
dans sa structure MA, rendrait les particules immatures plus polydisperses que les particules matures. Sa 
réponse mécanique serait également non linéaire du fait de sa structure particulière. Cette dernière observation 
doit être complétée par l’application de modèles plus complexes pouvant mettre en évidence ce comportement 
lors d’une déformation. 
 
Finalement, les expériences sur les VLPs et les cores p8.2 et du mutant Q151N (caractérisation 
morphologique, mécanique et déstabilisation par chauffage des cores) offrent des résultats préliminaires sur 
les étapes de décapsidation. Certains aspects de ces expériences doivent être améliorés pour compléter cette 
étude. Tout d’abord, obtenir des échantillons propres permettant de pouvoir déterminer avec plus de précision 
la nature des filaments et des objets sur la surface. Un contrôle de la rétrotranscription par l’utilisation de 
drogues pourrait alors être proposé pour comparer les propriétés morphologiques mais aussi mécaniques des 
objets déstabilisés par le chauffage.  


I. Caractérisation des propriétés physiques des vecteurs AAV8 
simple brin. 
1. Imagerie dans l’air 
 
 
Tableau 4.1 - Valeurs typique des seuils de 
filtrage pour l'analyse morphologique des 
capsides AAV. 
 figure 4.1 - Morphologie des capsides AAV8 sur mica 
a) Image AFM en mode Peak Force avec un levier ScanAssyst HR.  
b) Image AFM en mode Tapping avec un levier DLCS. 
c) Densité de probabilité de la hauteur des capsides AAV8. La hauteur moyenne est de 15,78 ± 0,05 nm avec un 
écart type de 1,25 nm (N = 787). 
d) Carte de corrélation du petit et du grand diamètre de AAV8 (à gauche). Le couple moyen est (35,3 ± 0,2 nm ; 
32,1 ± 0,1 nm). Densité de probabilité de l’assymétrie (à droite). L’assymétrie est d’environ de 0,85 avec un écart-
type de 0,01.   
e) Carte de correlation entre le diamètre équivalent à mi-hauteur et la hauteur des capsides de AAV8 (N = 787). 
𝜎 ∕ √𝑁 σ
±
±
2. Imagerie en liquide 
λ𝜆𝐷 = √
𝜀𝐷𝑘𝐵𝑇
[𝑁𝑎+] + [𝐶𝑙−]
ε
figure 4.2 - Imagerie en liquide (solution tampon TM – [Mg2+] = 5 mM) de capsides AAV8. 
a) Image par AFM d’un dépôt de AAV8 sur une surface de mica en liquide TM (en mode Peak Force, avec une  
pointe Scan Assyst Fluid +).   
b) Evolution de la hauteur le long d’une section sur une capside. 
± ±
± ±
3. Expériences d’indentation 
≃
figure 4.3 - Densité de probabilité de la hauteur d’AAV8 en fonction de divers tampons. 
Les images utilisées ont été réalisés dans des solutions dont la base est le TE ([Tris] = 10 mM, [EDTA] = 1 mM, pH  
= 7,4) avec différentes concentrations d’ions Mg2+ (en dégradé de rouge) - la concentration indiquée est celle des 
ions magnésiums libres, c’est-à-dire en tenant compte de la chélation par l’EDTA – et en présence d’ions 
monovalents Na+ et Cl- (100 mM). Elles ont été obtenues en mode Peak Force avec un levier SNL.  
4. Mesure de la stabilité des capsides 
figure 4.4 - Raideur kvir des capsides AAV8 dans une solution TNE. 
Dans le cas d’un levier de grande raideur (1 N/m), la raideur moyenne est de 0,125 N/m (N = 51 courbes). 
± ±
± ±
figure 4.5 - Image de dépôts de capsides AAV8 après chauffage 15 min en fonction de la température (sur une 
surface de mica). 
En mode Peak Force, avec un levier Scan Assyst HR. 
Pour chaque température, (à gauche) image à basse échelle pour voir la présence ou non d’ADN simple brin (à 
droite) image à grande échelle pour voir la morphologie des capsides. 
Sur chaque image, la barre blanche représente 200nm. 
± ±
±
figure 4.6 – Carte de corrélation entre le diamètre équivalent à mi-hauteur et la hauteur des capsides AAV8 après 
chauffage à différentes températures. 
TA représente la température ambiante, c’est-à-dire 23°C. 
Les tâches de corrélation ne semblent pas être modifiées pour des températures allant jusqu’à 65°C. A 70°C, 
deux populations de capsides apparaissent : une ayant une hauteur de 17 nm et l’autre de 12 nm avec le même 
diamètre autour de 29 nm.  
figure 4.7 - Scénario d'éjection de ssAAV8 
a) Images par AFM des trois familles observées. Les capsides dites complètes présentent une hauteur proche des 
capsides non chauffées et forment la famille violette. La deuxième famille, verte, est composée des capsides 
dont la hauteur est proche de celles des capsides non chauffées liées à un brin d’ADN simple brin. Les brins isolés 
constituent la dernière famille en rouge. 
La barre blanche représente 100 nm sur la surface. 
b) Evolution de la répartition des populations des familles observées en fonction de la tempéarature. Majoritaires 
à 37°C, les capsides complètes sont de moins en moins dominantes plus la température augmente. A 80°C, les 
brins d’ADN sont majoritairement observés. Les brins d’ADN liés à une capside représentent un état 
intermédiaire. 
figure 4.8 - Longueur éjectée de l'ADN simple brin des capsides AAV8. 
Densité de probabilité de la longueur du squelette éjectée. La longueur de l’ADN simple brin mesurée par le 
programme AAV8 est autour 1100 nm. On peut voir des longueurs intermédiaires sous forme de pics de densité 
de probabilité. 
5. Discussion.  
figure 4.9 - Scénarios de déstabilisation des vecteurs AAV8 
Deux scenarios d’éjection de l’ADN sont proposés : 1. L’ADN est éjecté au travers d’un pore de la capside avec 
une étape intermédiaire où le génome est partiellement sorti (environ 0,5 µm). L’ADN totalement sorti apparait 
linéaire sur la surface. 2. La capside se désassemble plus ou moins selon la température libérant l’ADN encore 
compacté. 

II. Comparaison des sérotypes : AAV8 vs AAV9 simple brin 
1. Propriétés morphologiques à l’équilibre 
figure 4.10 - Images AFM de dépôts de AAV8 (à gauche) et de AAV9 (à droite). 
Images obtenues en mode Tapping avec un levier DLCS. Les capsides sont déposés sur du mica fraichement clivé. 
± ± ±
±
± ±
±
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figure 4.11 - Comparaison statistique des morphologies d’AAV8 (N = 787) et d’AAV9 (N = 633) dans l’air. 
Cartes de corrélation entre le diamètre équivalent et la hauteur pour AAV8 (à gauche) et AAV9 (à droite) après 
analyse d’images de dépôts AAV8 et AAV9 sur mica avec un levier DLCS. Les projections sur les côtés des cartes 
en haut et à droite sont respectivement les densités de probabilité du diamètre équivalent et de la hauteur. La 
hauteur moyenne de AAV8 est de 15,9 ± 0,05 nm tandis que celle de AAV9 est de 17,7 ± 0,05 nm.  
2. Propriétés mécaniques à l’équilibre 
figure 4.12 - Etude morphologique de AAV8 (N = 143) et de AAV9 (N =45) en liquide (solution tampon TE). 
L’imagerie a été réalisée en mode Peak Force avec un levier Scan Assyst Fluid +. 
3. Effet du chauffage des sérotypes 
figure 4.13 - Raideur des capsides AAV8 et AAV9 pour deux types de leviers utilisés dans TNE. 
Dans le cas d’un levier de grande raideur (1,0 N/m), la raideur moyenne d’AAV8 est de 0,12 N/m. (N = 51 courbes) 
Dans le cas d’un levier de grande raideur (0,8 N/m), la raideur moyenne d’AAV9 est de 0,034 N/m. (N = 38 
courbes) 
±figure 4.14 - Images de dépôt d’AAV8 (en haut) et de AAV9 (en bas) après chauffage à différentes températures. 
On voit apparaitre de l’ADN simple brin sur la surface pour AAV9 dès 37°C cependant en très faible nombre par 
rapport à AAV8. 
figure 4.16 - Scénario d'éjection de l'ADN pour AAV8 (à gauche) et pour AAV9 (à droite) selon les familles définies 
dans le Chap. 4.I.4.c et figure 4.7). 
figure 4.15 - Morphologie comparée des capsides AAV8 et d’AAV9 après chauffage. 
Carte de corrélation du diamètre à mi-hauteur et de la hauteur pour les capsides AAV8 (en haut) et pour les 
capsides AAV9 (en bas) pour différentes températures de chauffage pendant 15 minutes. 
TA représente la température ambiante, 23°C. 
4. Discussion.  
figure 4.17 - Dot Blot de reconnaissance des capsides détruites pour différentes conditions de chauffage pour les 
deux sérotypes 8 et 9. 
Les particules sont incubées pendant 15 minutes dans le PBS+ puis chauffées 15 minutes. Elles sont ensuite 
déposées sur gel puis mises en présence d’une sonde reconnaissant la partie interne des trois protéines VP. 
Travail réalisé avec Axel Rossi (Equipe d’Anna Salvetti, CIRI). 

III. Effet du pH sur les capsides AAV8 : pH = 7,2 vs pH = 5,4 
1. Propriétés morphologiques à l’équilibre 
a. Imagerie dans l’air 
 figure 4.18 - Images de dépôt de capsides AAV8 ayant été incubées 15 minutes dans une solution tampon à a) pH 
= 5,4 et b) pH = 7,2. 
figure 4.19 - Propriétés morphologique de capsides AAV8 après incubation de 15 minutes dans un tampon à pH = 
7,2 (N = 736) et à pH = 5,4 (N = 972). 
a) Densité de probabilité de la hauteur (à gauche) et du diamètre équivalent à mi-hauteur (à droite). La moyenne 
de la hauteur à pH = 7,2 est de 18,3 ± 0,1 nm et à pH = 5,4 est de 19,2 ± 0,1 nm. 
La moyenne du diamètre à pH = 7,2 est de 32,6 ± 0,2 nm et à pH = 5,4 est de 30,7 ± 0,2 nm. 
b) Carte de correlation du diamètre à mi-hauteur en fonction de la hauteur pour des capsides AAV8 incubées à 
pH = 7,2 (à gauche) et à pH = 5,4 (à droite). 
± ±
± ±
b. Imagerie en liquide 
±
±
figure 4.20 - Imagerie en milieu liquide dans le Tampon* 
a) Images en liquide, dans le Tampon* à pH = 5,4 (à gauche) et dans le Tampon* à pH = 7,2 (à droite). Les images 
ont été réalisées en mode Peak Force avec un levier SNL. 
b) Densité de probabilité de la hauteur (à gauche) et du diamètre équivalent à mi-hauteur (à droite) après analyse 
des images obtenues en liquide à pH=5,4 (N = 95) et à pH = 7,2 (N = 120). La moyenne de la hauteur à pH = 7,2 
est de 21,5 ± 0,2 nm et à pH = 5,4 est de 20,5 ± 0,2 nm. La moyenne du diamètre à pH = 7,2 est de 53,0 ± 0.33 
nm et à pH = 5,4 est de 63,0 ± 0,5 nm. 
2. Propriétés mécaniques à l’équilibre 
3. Effet du chauffage 
figure 4.21 – Constantes de raideur des capsides AAV8 dans le Tampon*, à pH = 7,2 (N = 24 - en bleu) et à pH = 5,4 
(N = 14 - en vert). 
Les expériences ont été réalisées avec un levier NPS de faible raideur 0,11 ± 0,03 N/m 
figure 4.22 - Images de dépôts de capsides AAV8 incubé dans les deux tampons* pH=5,4 (en haut) et pH=7,2 (en 
bas) après chauffage à différentes températures pendant 15 minutes. 
On peut voir un retard à l’éjection de l’ADN pour les capsides AAV8 incubées dans une solution à pH=5,4 
comparée à celle à pH = 7,2. 
figure 4.23 - Evolution de la densité de probabilité de la hauteur des particules en fonction de paramètres 
d’incubation. 
Les capsides AAV8 ont été incubées pendant 15 minutes dans les solutions Tampon* à pH = 5 (en vert) et à pH = 
7 (en bleu) puis chauffées dans ce même tampon pendant 15 minutes à différentes températures. 
Tableau 4.2 - Hauteurs caractéristiques de AAV8 en fonction de la température de chauffage et du pH de la 
solution Tampon*. 
±4. Discussion. 
figure 4.24 – Dot Blot de reconnaissance des capsides AAV8 détruites pour différentes conditions de chauffage 
dans différents milieux de chauffage.  
Les particules sont incubées pendant 15 minutes dans une solution Tampon* à pH = 7,2 (en haut) et à pH = 5,4  
(en bas) puis chauffées 15 minutes. Elles sont ensuite déposées sur gel puis mises en présence d’une sonde anti-
corps reconnaissant la partie interne des trois protéines VP. 
Travail réalisé avec Axel Rossi (équipe d’Anna Salvetti, CIRI). 

IV. Effet de la nature et de la longueur du génome du vecteur 
1. Effet de la nature du génome : ssAAV9 vs scAAV9 
a. Imagerie dans l’air 
 
figure 4.25 - Capsides AAV9 contenant un ADN simple brin (1150 nm - ssADN) ou double brin (750 nm - scADN). 
a) Image par AFM dans l’air (en mode Peak Force) avec un levier Scan Assyst HR de capsides ssAAV9 (à gauche) 
et scAAV9 (à droite). 
b) Comparaison des densité de probabilité de la hauteur de capsides ayant comme génome de l’ADN simple brin 
(3700 bases – en rouge, N = 2199) et de l’ADN double brin (2500 bases – en violet, N = 1115). 
c) Image de dépôts de capsides après chauffage à plus de 80°C des capsides. Les brins peuvent être isolés sur la 
surface. On peut différencier les deux types de brins par leurs longueurs indiquées en dessous des images. 
±±
figure 4.26 - Images des dépôts de capsides a) ssAAV9 et b) de scAAV9 après chauffage pendant 15 minutes à 
différentes températures. 
La solution tampon d’incubation lors du chauffage est le PBS+. 
Les images sont obtenues dans l’air en mode Peak Force (levier ScanAssyst HR). 
On remarque un retard d’éjection de l’ADN simple brin (ssAAV9), à partir de 50°C, par rapport à l’ADN double 
brin (scAAV9), à partir de 37°C. 
b. Expérience de déstabilisation 
figure 4.27 - Comparaison des scénarii d'éjection de l'ADN pour les deux capsides ssAAV9 et scAAV9.  
a) Quatre familles ont été sélectionnées : les trois déjà utilisées, les capsides intactes (en violet), les systèmes 
mixtes {capside + ADN} (en vert), les brins d’ADN isolés (en fushia) et une quatrième famille correspondant aux 
particules de basses hauteurs (en orange) inférieures à 15 nm. 
La barre d’échelle sur les images AFM représente environ 100 nm. 
Evolution des populations en fonction de la température (pour une incubation de 15 min)  pour b)  ssAAV9 et c) 
scAAV9. 
± ±
figure 4.28 - Evolution de la morphologie des capsides AAV9 en fonction de la nature du génome. 
Carte de corrélation hauteur-diamètre à mi-hauteur pour  
a) ssAAV9 (ssADN de 3700 bases). 
b) scAAV9 (scADN de 2300 paires de bases). 
figure 4.29 - Capsides AAV8 contenant un ADN simple brin court (1250 nm - ssADN) ou simple brin long (1600 nm 
- sslADN). 
a) Image par AFM dans l’air (en mode Peak Force) avec un levier Scan Assyst HR de capsides ssAAV8 (à gauche) 
et sslAAV8 (à droite). 
b) Comparaison des densité de probabilité de la hauteur des particules ssAAV8 (en bleu nuit - N = 675) et sslAAV8 
(en bleu canard - N = 531). 
c) Image de dépôts de capsides après chauffage à plus de 80°C des capsides. Les brins d’ADN peuvent être isolés 
sur la surface. On peut différencier les deux types de brins par leurs longueurs indiquées en dessous des images. 
2. Effet de la longueur du génome : ssAAV8 vs sslAAV8 
figure 4.30 - Images des dépôts de capsides ssAAV8 (en haut) et de sslAAV8 (en bas) après chauffage pendant 15 
minutes à différentes températures. 
La solution tampon d’incubation lors du chauffage est le PBS+. 
Les images sont obtenues dans l’air en mode Peak Force (levier ScanAssyst HR). 
L’éjection de l’ADN intervient à partir de la même température mais semble mener plus facilement à des agrégats 
dans le cas de sslAAV8. 
± ±
figure 4.31 - Evolution de la morphologie des capsides ssAAV8 (en haut) et sslAAV8 (en bas) en fonction de la 
température de chauffage.
Carte de corrélation entre le diamètre à mi-hauteur et la hauteur des capsides. 
La température ambiante est de 23°C.  
Après 70°C, deux types de populations, pour ssAAV8 et sslAAV8, apparaissent avec des hauteurs autour de 18 
nm (population présente pour les températures inférieures) et une autour de 12 nm. 
3. Discussion 
≃
V. Pressurisation dans la capside AAV : le sérotype AAV2 
 
 
1. Température d’éjection de l’ADN : une étude par AFM 
figure 4.32 - Protocole de destabilisation de scAAV2 pour l'étude de l'éjection de l'ADN et de la pression interne. 
La dilution dans la solution tampon TE (dans certaines expériences, en présence de Mg2+ ou de polymère PEG) 
est ensuite suivie du chauffage à une température T des capsides puis d’une trempe. 
L’échantillon obtenu est ensuite utilisé pour des expériences d’AFM, de diffusion de lumière ou d’électrophorèse. 
2. Influence de la concentration en magnésium : une étude par SLS 
λ
figure 4.33 - Images des dépôts de capsides scAAV2 après chauffage pendant 15 minutes à différentes 
températures. 
La solution tampon d’incubation lors du chauffage est le TE. Les images sont obtenues dans l’air en mode Tapping 
(levier MPP11100). L’éjection de l’ADN a lieu dès 45°C. 
figure 34 - Diffusion de la lumière sur des capsides scAAV2. 
Les capsides scAAV2 sont diluées dans du TE puis placées sur la direction d’un laser (λ = 542 nm). Le milieu est 
ensuite chauffé par palier de 15 minutes. Pendant cet intervalle de temps, l’intensité diffusée est mesurée pour 
un angle de 175° par rapport à la direction initiale du laser. 
a) Intensité diffusée à 175° (en vert) et température du milieu (en bleu) en fonction du temps de l’expérience. 
L’augmentation de la température s’accompagne d’une augmentation linéaire naturelle de l’intensité diffusée.  
b) La soustraction de la tendance croissante (ajustement rouge sur la courbe figure 34.a) mène à cette courbe. 
On voit une forte diminution à partir de 200 minutes. Cette baisse est initiée à partir de 150 minutes.  
c) Intensité normalisée en fonction de la température du milieu. La normalisation se fait en considérant les paliers 
minimum et maximum de l’intensité modifiée. La diminution intervient pour 45°C. Le milieu ne diffuse plus 
autant la lumière dans la direction à 175° sous l’effet de diffusions multiples (mélange brins ADN et capsides) 
et/ou de modification importante des centres diffusifs (agrégation des particules par exemple). 
 
figure 4.35 - Effet du magnésium lors du chauffage des particules scAAV2. 
a) Intensité normalisée diffusée en fonction de la température de capsides scAAV2, diluées dans différents 
tampons : TE (en noir), TE avec Mg2+ (2 mM) (en bleu) et TE avec Mg2+ (20 mM) (en rouge). Une grande 
concentration en magnésium décale la décroissance rapide vers de plus hautes températures. 
b) Intensité normalisée diffusée en fonction de la température de capsides scAAV2, diluées dans le tampon avec 
Mg2+ pour deux cinétiques : 1°C toutes les 15 minutes (en rouge) et 3°C toutes les 15 minutes. La cinétique ne 
semble pas modifier la tendance observée plus haut. 
3. Mesure de la pressurisation dans la capside AAV 
figure 4.36 - Protocole de l’expérience de déstabilisation étudiée par électrophorèse. 
a) Principe simplifié de l’expérience. Sous l’effet d’une élévation de la température, une partie plus ou moins 
importante du génome sort de la capside. L’ajout de benzonase (une enzyme digérant l’ADN simple ou double 
brin) et son activation par un chauffage à 37°C détruit la partie extérieure du brin d’ADN. Les capsides sont 
ensuite soumises à un protocole d’extraction du génome protégé dans la capside. L’ADN est séparé par 
électrophorèse sur gel d’agarose ce qui permet de mesurer la longueur des brins d’ADN libres et rendus 
fluorescents grâce à une molécule (SybrGold® ou SybrGreen® ) intercalante. 
b) Expérience typique d’électrophorèse. L’échelle (ou ladder ) est un mélange de brins d’ADN de différentes 
longueurs calibrées permettant de mesurer la longueur de l’ADN correspondant à une bande détectée. Un signal 
est observé seulement pour les expériences de scAAV2 dans un tampon TE non chauffé et dans un un tampon 
TE en présence d’ions Mg2+ chauffé à 60°C. 
c) Formule chimique du PEG8000 (n ≃ 160)
ΠΠ(𝑎𝑡𝑚) = −1,29𝐺2𝑇 + 140𝐺2 + 4𝐺
𝐺 =
𝑤
100−𝑤
figure 4.37 - Expérience de destabilisation en présence de PEG. 
a) Expérience de Southern Blot suite au protocole de déstabilisation présenté figure 4.36. L’extraction de l’ADN 
est légèrement plus complexe pour permettre d’isoler complètement l’ADN des capsides plus ou moins détruites. 
Un transfert sur membrane est réalisé pour maximiser la sensibilité à l’ADN. 
La solution tampon initiale est le TE. Du PEG 8000 a été rajouté en différentes concentrations. Les capsides sont 
toutes diluées 20x puis chauffées selon le protocole de la figure 4.36.  
Pour une température de 55°C, le signal à 2,3 kpb est présent quelque soit la concentration en PEG. Un smear 
est présent pour des longueurs inférieures à 2,3 kpb.  
A 60°, le signal à 2,3 kpb est présent dès qu’il y a présence de PEG. 
Le signal à 2,3 kpb disparait pour des températures supérieures à 65°C, quelque soit la concentration en PEG. 
b) Une qPCR (quantitative polymerase chain reaction) permet de mesurer la quantité d’ADN extrait, réalisée par 
A. Salvetti (CIRI de l’ENS de Lyon). 
4. Discussion.  
λ

Conclusion 
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Au cours de leurs cycles de réplication, les virus sont amenés à se déformer voir changer de forme, 
pour s’adapter aux contraintes exercées par le microenvironnement les entourant. Que cela soit pour le virus 
VIH-1 ou le vecteur AAV, nous avons privilégié une approche physique avec l’utilisation du microscope à 
force atomique pour comprendre quels paramètres physiques pouvaient jouer un rôle dans les différentes 
étapes qui constituent ce cycle. 
 
En exploitant les capacités qu’offre le microscope à force atomique nous avons ainsi pu déterminer les 
propriétés morphologiques et mécaniques de différentes particules virales. L’extraction d’informations 
qualitatives et quantitatives à partir des images AFM a nécessité une adaptation de programmes d’analyse 
d’images. Nous avons ainsi pu réaliser des études statistiques de la morphologie des particules s’appuyant sur 
un grand nombre d’individus (plusieurs centaines). Les expériences de nanoindentation ont également 
nécessité la mise en place de programmes permettant de pouvoir obtenir la constante de raideur des virus. Les 
problèmes de dérives des cristaux piézoélectriques nous ont obligés à adopter une stratégie originale pour la 
détermination de la raideur des particules. 
 
Nous avons ainsi pu étudier le virus VIH-1 et différentes étapes de son cycle viral.  
La première étape de cette étude à consister à caractériser physiquement les VLPs p8.2, pseudo-
particules ne différant des virions sauvages matures du VIH-1 que par son absence de protéines d’enveloppe 
et son pseudo-génome. Par un procédé biochimique, il a été possible d’extraire les cores de ces VLPs. 
L’imagerie par AFM a ainsi pu mettre en évidence l’existence de cores cylindriques et coniques. L’analyse 
statistique a apporté de nombreuses informations sur la morphologie des particules, que cela soit pour les VLPs 
avec leurs diamètres ou pour les cores avec leurs angles, leurs longueurs et leurs diamètres. Le croisement de 
ces différentes données nous ont conduits à proposer une hypothèse sur le scenario de formation des cores lors 
de la maturation. La forme conique ou cylindrique des cores ne dépendrait pas de la dimension des VLPs et 
serait définie dès le début de l’assemblage des protéines CA. L’AFM nous a également permis d’étudier les 
propriétés mécaniques des VLPs. Nous avons ainsi mis en évidence deux régimes de déformation en fonction 
de l’indentation : la première relative à la membrane cytoplasmique et la deuxième au core se trouvant à 
l’intérieur.  
Nous avons également étudié différents variants de VLPs et de cores définir le rôle de certaines 
protéines dans les propriétés morphologiques et mécaniques. Nous avons ainsi pu montrer que les protéines 
accessoires, perturbant les mécanismes cellulaires essentielles au fonctionnement de l’hôte infecté pour 
optimiser la réplication virale, ne semblaient pas présenter de fonction structurante, que cela soit pour les cores 
ou les VLPs. Nous avons également mis en évidence une différence morphologique et mécanique entre les 
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VLPs matures et immatures. La présence de cavités dans la structure interne formée par les polyprotéines Gag 
des particules immatures (des dimensions plus grandes et plus polydisperses ainsi qu’une réponse aux 
déformations fortement non linéaires) pourraient en être la cause.  
Utilisant ou non un plasmide pRNAψ, nous avons pu tester l’effet de la présence de l’ARN viral à 
l’intérieur des particules sur la morphologie des VLPs et des cores. Il est apparu que le génome viral joue un 
rôle structurant lors de l’assemblage des particules. A l’instar des cores, la taille et la polydispersité associée des 
VLPs matures sont réduites en présence de l’ARN viral. L’angle des cores coniques semble également mieux 
défini. Un modèle s’appuyant sur des arguments entropiques justifie ces observations : à nombre de protéines 
accessibles données, la formation de petites particules est entropiquement privilégiée. 
 Finalement, nous avons initié une étude sur le rôle de la rétrotranscription dans le désassemblage du 
core lors de la libération du génome viral dans le cytosol. Pour cela, nous avons caractérisé 
morphologiquement et mécaniquement un mutant de la souche sauvage dont seule la protéine RT, enzyme 
virale favorisant la cinétique de rétrotranscription, est modifiée pour être fortement inefficace. A température 
ambiante, nous avons montré l’absence de différence entre les deux types de particules à la fois mécanique et 
morphologique. Dans ces conditions, la rétrotranscription au sein des particules n’aurait pas commencé. En 
chauffant à 37°C, nous avons pu observer par AFM l’apparition de structures particulières signalant la 
déstabilisation des édifices protéiques : des filaments ressemblant à de l’ARN et de l’ADN. Toutefois ces 
résultats préliminaires ne nous ont pas permis d’observer un comportement différent entre la souche sauvage 
et son mutant. 
 
 Ces différentes expériences sur le VIH-1 ont eu pour objectif de comprendre certaines étapes du cycle 
viral. Bien qu’elles aient apporté un certain nombre d’éclairements, plusieurs expériences seraient judicieuses 
pour les compléter. Tout d’abord, une meilleure production des cores viraux et un meilleur protocole de dépôt 
sur les surfaces de mica nous permettraient d’étudier directement les réponses mécaniques de ces objets et de 
pouvoir comparer la réponse mécanique du core au sein de la VLP. Ceci offrirait la possibilité d’étudier 
l’évolution de la rigidité et la fragilité du core p8.2 et de son mutant Q151N avec plus de précision lorsqu’on 
initie la rétrotranscription. D’ailleurs, l’observation de cette déstabilisation par imagerie AFM avec l’apparition 
des différentes structures de filaments doit également être approfondie, en particulier pour discerner ARN et 
ADN, avec en outre, l’utilisation de drogues inhibant complètement la protéine RT.  
  
Nous nous sommes également  intéressés à la physique des vecteurs AAV.  
Nous avons ainsi montré que des différences physiques pouvaient être observées entre les sérotypes 
AAV8 et AAV9, à la fois en terme de morphologie, de mécanique et de stabilité thermique. Les capsides AAV9 
semblent se déstabiliser pour des températures beaucoup plus importantes qu’AAV8 ce qui peut se justifier 
par une souplesse apparente plus grande lui permettant de mieux s’adapter aux déformations amenées par la 
température. L’efficacité de transfert de gènes étant plus efficace pour AAV9 que pour AAV8 pourrait 
s’expliquer par la capacité d’AAV9 à traverser les différentes variations de microenvironnement jusqu’à 
atteindre le noyau au cours de son cycle viral du fait de sa plus grande stabilité. L’observation par imagerie 
AFM de l’ADN simple brin éjecté nous a amené à proposer deux scenarios d’éjection, soit la sortie du génome 
à travers un pore conduisant à l’éjection d’un brin d’ADN sans structure secondaire, l’autre par le 
désassemblage de l’édifice protéique libérant le génome compacté tel qu’il se trouve initialement à l’intérieur 
de la capside. 
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Nous avons ensuite comparé l’effet du pH sur les capsides AAV8. Il est apparu que les capsides AAV8 
ayant été incubées dans une solution à pH acide autour de 5 présentaient une raideur étrangement plus faible 
et, comme AAV9 pour AAV8 dans un milieu neutre, une stabilité thermique plus importante que celle 
incubées dans une solution à pH neutre. Lors du transport dans l’endosome tardif, la capside AAV doit 
préserver son intégrité jusqu’à atteindre le noyau dans lequel elle pourra libérer son génome. Une diminution 
de sa rigidité et donc une plus grande stabilité thermique lui permettraient de transférer efficacement l’ADN 
qu’elle possède vers le noyau. 
Nous avons finalement étudié l’effet du génome sur la capside. Dans un premier temps, nous avons 
étudié la stabilité thermique de capsides contenant différentes longueurs ou natures de génomes. Si 
l’augmentation de la taille du simple brin de 1000 bases n’a pas montré d’influence sur la stabilité thermique 
des deux types de vecteurs, le passage d’un génome simple brin à un génome double brin, de type self-
complementary a fortement réduit la stabilité thermique. Dans un premier temps, nous avons pensé que la 
pression interne était plus importante. En adaptant les expériences d’A. Evilevitch, nous avons conclu en un 
faible effet de la pression. Ces résultats nous ont donc amené à supposer que le génome self-complementary se 
trouve sous la forme simple brin à l’intérieur de la capside. La déstabilisation de la capside serait alors facilitée 
non pas par la pression interne mais par le fait qu’une fois l’éjection commencée, l’ADN s’hybride avec lui-
même sous sa forme double brin, nettement plus stable que le simple brin. Lors de la libération du génome, la 
pression ne jouerait donc pas un rôle important, à la différence des bactériophages par exemple, mais utiliserait 
d’autres mécanismes.  
 
Notre étude sur AAV nous a amené à nous interroger sur l’efficacité de transfert des gènes en fonction 
de différents paramètres, comme la nature du génome ou encore le sérotype considéré, avec un point de vue 
de physiciens. La nano-indentation dans différents milieux contrôlés, comme un milieu en pH acide nous 
permettrait de mieux apprécier l’évolution de la rigidité de sa capside. En jouant sur la concentration en Mg2+ 
ou en mesurant la constante de raideur de particules vides, nous pourrons déterminer l’effet du génome sur la 
capside et vérifier l’absence de pression à l’intérieur de la capside.  
 
D’un point de vue technique, il serait envisageable pour les expériences de nano-indentation de mettre 
en place un aménagement de l’AFM pour assurer une température constante au sein de l’enceinte où se trouve 
le microscope. Ceci réduirait fortement la dérive thermique des cristaux piézoélectriques et d’assurer une plus 
grande précision des mesures mécaniques. Cette amélioration permettrait également de contrôler en 
température les échantillons pour observer par exemple l’éjection in situ d’ADN lors du chauffage. 
 
Cette thèse s’est focalisée sur l’étude des virus et du lien existant entre leurs propriétés physiques et 
biologiques pour comprendre certaines étapes du cycle viral. Elle a ouvert de nombreuses questions qui 
pourront peut-être un jour servir à améliorer les traitements en thérapie génique et les moyens de diminuer 
l’infectiosité du VIH en agissant sur des paramètres physiques. 
 
Et allez savoir, un jour peut-être, des vecteurs AAV, dont le génome recombinant code pour une 
protéine d’intérêt similaire à un anticorps de Env du VIH-1, pourront offrir une solution performante et stable 
à la pandémie du VIH que subit l’humanité depuis déjà une trentaine d’années (Gardner et al. 2015)… 
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Annexe A. Modélisation simple du mode contact de l’AFM 
𝑧 = 𝑆(𝑥, 𝑦)
α α
β 
𝑧 = 𝑝(ℎ, 𝛽, 𝑅, 𝑥𝑝, 𝑦𝑝, 𝑧𝑝, 𝑥, 𝑦)
Figure 1 - Modélisation de l'AFM pour l’imagerie de cores du VIH-1. 
a) Modélisation d’un core du VIH-1, de longueur L (ici 100 nm), formé d’une partie centrale conique 
d’angle α (ici 19° en haut et 0° en bas) et de deux calottes sphériques, seul l’un  des rayons est un 
paramètre libre (le rayon de la petite calotte R = 10 nm). La barre représente 200 nm. 
b) Modélisation d’une pointe AFM, avec Rp  (ici 2 nm) et d’angle β (ici 20°). 
𝐼𝑚(ℎ, 𝛼, 𝑅, 𝑧𝑝) = 𝑝(ℎ, 𝛽, 𝑅, 𝑥𝑝, 𝑦𝑝, 𝑧𝑝, 𝑥, 𝑦) − 𝑆(𝑥, 𝑦)
𝐻𝐴𝐹𝑀(𝑥0, 𝑦0) = ℎ(𝑥0, 𝑦0) − 𝑅
Figure 2 - Images obtenues après modélisation de l'AFM en mode contact. 
a) Image obtenue à partir du core de forme conique. La forme est conservée. L’angle est de 27°. 
b) Image obtenue à partir du core de  forme cylindrique. La forme est conservée. L’angle est de 0°. 
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